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Résumé
L’angiotensine (Ang) II est impliquée dans la physiopathologie de l’hypertension
artérielle (HTA), le remodelage vasculaire, l’inflammation vasculaire et cardiaque ainsi que
dans la résistance à l’insuline. Les thiazolidinediones, comme la rosiglitazone et la
pioglitazone, sont des activateurs du facteur de transcription PPAR (récepteur des
proliférateurs de peroxysomes) ‘y qui diminuent la résistance à l’insuline, l’inflammation et
le remodelage vasculaire induit par l’Ang II.
Les buts de cette thèse sont 1) d’étudier les effets, in vitro et in vivo, d’agonistes de PPAR’y
sur les voies de signalisation (PI3K et MAPK) de l’Ang II; 2) d’évaluer les effets à long
terme de la pioglitazone sur l’inflammation cardiaque dans un modèle de rats spontanément
hypertendus prédisposés aux accidents cérébrovasculaires (SHRSP).
D’une part, mes études in vitro faites sur des cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV)
dérivées de vaisseaux de résistance mésentériques démontrent que l’activation de PPARy
par différents agonistes, notamment la rosiglitazone et la prostaglandine 12, inhibent les
effets médiés par l’Ang II via son récepteur AT1. Entre autres, l’activation de ce dernier
diminue l’activité des protéines: SHW2, AktJPKB, ERK 1/2 et 4E-BP1. De plus, la
stimulation à l’Ang H induit une augmentation de la synthèse d’ADN et de protéines qui est
inhibée par le co-traitement avec des activateurs de PPARy.
D’autre part, mes études in vivo démontrent qu’un traitement à la rosiglitazone de sept
jours, chez le rat Sprague Dawley, permet d’inhiber les effets stimulateurs de l’Ang II en
diminuant la pression artérielle systolique ainsi que diverses protéines (AkUPKB, SHW2,
ERK1/2, 4E-BP1 et AT1) impliquées dans les voies de signalisation de l’Ang II. De plus,
mes études démontrent que la régulation des voies de signalisation de l’Ang II dans l’aorte
(vaisseau de conductance) et les artères mésentériques (vaisseaux de résistance) sont
différentes. Le traitement à la rosiglitazone, chez les rats infusés à l’Ang II, diminue les
effets activateurs de l’Ang H sur ses voies de signalisation dans ces différents vaisseaux.
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Chez les rats SHRSP, un traitement de dix semaines à la pioglitazone diminue, dans le
ventricule gauche, l’activité des facteurs de transcription NFid3 et AP-l ainsi que
l’expression du TNFŒ et de la molécule d’adhésion PECAM. Aussi, le traitement à la
pioglitazone augmente l’expression des protéines pro-apoptotiques p53 et Bax.
En conclusion, l’activation des PPARy pourrait jouer un rôle préventif dans le système
cardiovasculaire en diminuant les effets aigus et chroniques de l’Ang II sur la croissance
cellulaire et l’inflammation cardiaque chez les patients diabétiques et hypertendus.
Mots-clés: Angiotensine II, PI3K, MAPK, PPARy, CMLV, aorte, artère mésentérique,
coeur, inflammation.
VAbstract
Angiotensin (Ang) II is implicated in hypertension, vascular remodeling, vascular
and cardiac inflammation, and insulin resistance. PPARy activators, thiazolidinediones
(TZD), such as rosiglitazone and pioglitazone, can increase insulin sensitivity and improve
Ang II-induced vascular inflammation and remodeling.
The aims of this thesis are 1) to evaluate the in vitro and in vivo effects of PPARy activators
on Ang II-induced signaling pathways (PT3K and MAPK) and celi growth; 2) to investigate
the long-term effects of pioglitazone on cardiac inflammation in stroke-prone
spontaneously hypertensive rats (SHRSP).
My in vitro studies showed that vascular smooth muscle celis (VSMC) derived from rat
mesenteric arteries treated with PPARy activators (prostaglandin J2 and rosiglitazone) for
24 hours, inhibited Ang ll-induced PI3K and MAPK signaling pathways through Ang II
type 1 (AT1) receptor dependant manner. This was associated with decreased Ang II
induced DNA and protein synthesis. PPARy activation also reduced Ang TT-induced growth
associated with inhibition ofERK 1/2, Akt/PKB, 4E-BP1, and SHJP2.
In vivo, we evaluated the effects of the PPARy activator rosiglitazone on Ang II signaling
in aorta and mesenteric arteries. Blood pressure rise in Ang ll-infused rats was attenuated
by rosiglitazone. Ang II significantly increased AT1 expression in the mesenteric arteries
whereas that of the aorta was decreased, changes which were reversed by rosiglitazone.
Akt/PKB activity was increased by Ang II and returned to basal levels under rosiglitazone
in both vascular beds. However, Ang II-induced ERK 1/2 activity increased in aorta but not
in mesenteric vessels, where 4E-BP1 activity was significantly increased by Ang II and
inhibited by PPARy activation. In response to Ang II, SHIP2 activity was increased in both
vascular beds.
vi
In SHRSP rats, left ventricular NFKB and AP- 1 binding activities, the expression of TNFŒ,
and the adhesion of molecule PECAM were significantly decreased by piogiitazone
treatment. Expression of the pro-apoptotic proteins p53 and bax were significantly
increased by pioglitazone.
In conclusion, PPARy activation may play a preventive role by inhibiting acute and chronic
Ang IT-induced PI3K and MAPK signaling pathways implicated in vascular growth and
remodeling. TZDs may play a preventive cardiovascular role by offsetting the cardiac
inflammatory response. Ail of which, PPAR-y activators could contribute to regression of
vascular remodeling and cardiac inflammation in models of hypertension, and accordingly
in hypertensive patients.
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CHAPITRE I: Introduction et objectifs de la thèse
2Introduction
Les maladies cardiovasculaires sont la cause majeure de mortalité et de morbidité en
Amérique du Nord et prennent une expansion importante dans les pays industrialisés. Une
énergie importante est fournie, dans le domaine médical et scientifique, afin de démystifier
les causes et les conséquences de ces maladies. Une attention particulière est portée sur la
mise au point de techniques et d’analyses qui permettent le traitement et la prévention de
ces physiopathologies. Je me propose ici de faire un ouvrage en cinq chapitres qui
couvriront certains des rudiments et des acquis scientifiques du domaine cardiovasculaire,
plus spécifiquement l’hypertension artérielle (HTA), à l’érudition actuelle de ces
connaissances. Tout d’abord, je passerai en revue (Chapitre I) la littérature dans le domaine
du système cardiovasculaire d’un point de vue physiologique et moléculaire afin de mettre
en contexte trois articles scientifiques (Chapitres II-W) que je présenterai. Finalement,
j’approfondirai et discuterai des résultats obtenus dans ces articles (Chapitre V) afin de
mieux comprendre les enjeux de cette problématique médico-sociale importante.
1. Le système cardiovasculaire
Le système cardiovasculaire est composé à la fois du coeur, des vaisseaux sanguins
et du sang. Le coeur est structuré en différentes épaisseurs. En effet, trois tuniques
composent la paroi cardiaque: l’endocarde, le myocarde et le péricarde. L’endocarde est la
couche la plus interne des cavités du coeur et donne naissance aux valvules cardiaques qui
sont composées de plusieurs valves. Le myocarde est la couche médiane de la structure
musculaire cardiaque. Celui-ci est composé de fibres musculaires striées et assure, par sa
contraction, le remplissage et le désapprovisionnement du sang systémique et pulmonaire.
La répartition des fibres musculaires du myocarde n’est cependant pas équivalente à travers
le coeur. Effectivement, les fibres musculaires sont plus nombreuses dans le ventricule
gauche que dans le ventricule droit et elles sont plus nombreuses dans les ventricules que
3dans les oreillettes. Le péricarde est composé de deux feuillets et enveloppe le coeur. Le
feuillet externe est une membrane fibreuse solide qui fixe le coeur au diaphragme, au
sternum et aux gros vaisseaux. Le feuillet interne est en continuité avec le précédent et
forme l’épicarde. Ces deux feuillets délimitent la cavité péricardique qui contient une
mince couche de liquide qui est produit par les cellules péricardiques et permet le
glissement des deux feuillets l’un sur l’autre au cours des battements cardiaques. Ainsi, le
coeur agit comme une pompe et permet de recueillir et redistribuer le sang dans le système
par l’intermédiaire du système vasculaire.
Le système vasculaire est un réseau de conduits, vaisseaux, qui permet la circulation
sanguine (décrit par l’anglais William Harvey au XVIIe siècle) à travers l’organisme entier
(1). Ce système est composé d’artères, d’artérioles, de capillaires, de veines, de veinules et
de vaisseaux lymphatiques. Dans les organes, les artères se ramifient en artérioles, de plus
petits vaisseaux, qui donnent naissance aux capillaires, des vaisseaux microscopiques qui
irriguent chaque tissu. À l’extrémité terminale des capillaires, ils se regroupent pour former
les veinules qui à leur tour se réunissent pour former les veines. Cependant, le système
vasculaire ne sert pas uniquement à transporter le sang et les gaz, il sert aussi à véhiculer
une quantité importante de substances nutritives, de cellules et de protéines impliquées dans
le système immunitaire ainsi qu’à réguler la pression artérielle (PA). La modification
exagérée de ces dernières résulte généralement en un débalancement de l’homéostasie et
peut, par conséquent, provoquer différents troubles cardiovasculaires.
2. L’hypertension artérielle
Les maladies cardiovasculaires sont la cause du plus grand nombre de décès dans le
monde industrialisé. Malgré le fait qu’il existe plusieurs pathologies et troubles
cardiovasculaires, je m’attarderai, ici, sur la physiopathologie de l’HTA. En premier lieu, la
PA est définie comme une pression pulsée qui résulte de la contraction régulière du coeur et
4crée un système de forces qui propulse le sang dans toutes les artères du corps. Sous
certaines normes cliniques, une exagération de la PA peut être identifiée comme de l’HTA.
L’HTA est considérée, parmi une gamme importante de maladies cardiovasculaires, comme
le tueur silencieux, car il ne présente aucun symptôme en soi (2). Chez la plupart des
patients hypertendus, on ne retrouve pas de causes évidentes et par conséquent, l’HTA est
qualifiée d’essentielle. Environ 90 à 95% des patients hypertendus développent ce type
d’HTA (3). fl existe plusieurs facteurs de risques, influençables et non influençables, qui
induisent le développement de l’HTA essentielle (4). D’une part, l’obésité, le stress ainsi
que la consonmrntion de sel et d’alcool constituent des facteurs influençables qui peuvent
être contrôlés. D’autre part, les antécédents familiaux, le sexe, l’âge et l’ethnie sont des
facteurs non influençables qui peuvent affecter le développement d’HTA essentielle ou
primaire (4). Aussi, différentes données démontrent l’importance du facteur génétique dans
le développement de l’HTA. Effectivement, les afro-américains ont une tendance plus
élevée au développement de l’HTA par rapport aux caucasiens (5). Dans un autre ordre
d’idées, l’HTA dont la ou les causes sont connues est nommée HTA secondaire et
correspond à environs 5 à 10% des patients hypertendus. Ce type d’hypertension peut être
dû à une maladie rénale, à une maladie des glandes surrénales ou encore, à une coarctation
aortique (rétrécissement congénital de l’aorte) (6). Ce type d’hypertension peut aussi être
retrouvé chez les femmes lors de leur première grossesse (7). Cela dit, l’HTA est une
physiopathologie qui peut être rapidement diagnostiquée chez les patients qui la
développent.
L’HTA est caractérisée par une élévation anormale, permanente ou paroxystique de la PA
au repos. D’après l’Organisation Mondiale de la Santé et la Société Internationale
d’Hypertension, un patient est considéré hypertendu lorsque sa PA systolique est supérieure
à 140 mmHg et/ou sa pression diastolique est supérieure à 90 minHg (8). La PA dépend en
partie du débit cardiaque et en partie du degré de résistance vasculaire périphérique. Lors
de la contraction cardiaque, le sang est propulsé hors du coeur et circule à travers l’arbre
5vasculaire qui a pour but de diminuer la PA en périphérie. fl est important de dissocier les
artères de gros et de moyen calibre (aorte thoracique ou abdominale et la carotide
commune), qui ont une fonction de conduction et d’amortissement, des artérioles qui
distribuent et résistent à l’écoulement sanguin. Plus précisément, les artères de conductance
sont des vaisseaux à prédominance élastique dont le diamètre est supérieur à 300 iim et
contribuent environ à 10 % de la résistance vasculaire. Les artères de résistance, qui
constituent le lit précapillaire, sont des vaisseaux plus rigides et de plus petit calibre dont le
diamètre se situe entre 150 et 300 tm (9). C’est dans cette zone qu’il y a la plus importante
diminution de la PA (figure I-1). Cette résistance périphérique peut être expliquée comme
étant une force opposée par les artérioles et les petites artères au volume sanguin lors de la




(où R correspond à la résistance vasculaire, y correspond à la viscosité sanguine, L
correspond à la longueur du vaisseau et r correspond au rayon interne du vaisseau), ces
deux types d’artères contribuent de façon déterminante (40 %) à la résistance de
l’écoulement sanguin et par conséquent, jouent un rôle important dans le développement de
l’HTA (9). Ceci est appuyé par le fait qu’une augmentation de la résistance périphérique
subsiste même après une diminution du débit cardiaque. Comme la loi de Poiseuille
l’indique, une simple variation du rayon interne provoquera un changement important sur la
résistance vasculaire. En effet, chez des modèles d’HTA, un remodelage vasculaire est
caractérisé par une réduction significative du rayon interne des petits vaisseaux (10,11).
6Figure I-1 : Pression artérielle retrouvée le long de l’arbre vasculaire. La PA générée par le
sang diminue lorsqu’il s’éloigne du coeur en obéissant à la Loi de Poiseuille (12).
3. Le remodelage vasculaire
Le concept de remodelage vasculaire a été initialement proposé par les Drs
Baumbach et Heistad pour montrer comment les artérioles cérébrales pouvaient être
réduites, sans l’augmentation de la surface sectionnelle de la paroi vasculaire (13). Leur
approche originale a été de dissocier, dans les modifications géométriques artériolaires d’un
modèle expérimental hypertendu, deux processus: le remodelage hypertrophique et le
remodelage eutrophique. Par la suite, les concepts de remodelage ont été étendus par les Dr
Mulvany et Heagerty aux artérioles périphériques humaines afin de désigner toute
augmentation du rapport épaisseur/rayon des artérioles survenant en l’absence
d’augmentation de la surface de section pariétale (14,15). À ce jour, il existe plusieurs types
de remodelage vasculaire. De prime abord, il existe trois types de remodelage
eutrophique, hypertrophique et hypotrophique. De plus, si le remodelage vasculaire est
7accompagné d’une diminution ou d’une augmentation de sa lumière interne celui-ci est
nommé remodelage interne ou externe respectivement (figure I-2) (16). Lors du remodelage
eutrophique, le rapport épaisseur/rayon est modifié sans changement de la quantité ou des
caractéristiques du matériel pariétal (16). Néanmoins, si la quantité du matériel est
augmentée ou diminuée, nous parlons de remodelage vasculaire hypertrophique ou
hypotrophique, respectivement (16). Dans l’HTA, les deux remodelages principaux
retrouvés sont les remodelages hypertrophiques et eutrophiques. Une augmentation de la
PA ou de différents facteurs associés directement ou indirectement à cette hausse de PA
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Figure I-2 : Altérations de la lumière artériolaire par le remodelage. Six modèles sont
proposés par Mulvany et coÏL(16)
Entre autres, ce type de remodelage vasculaire est observé dans les modèles expérimentaux
d’HTA sévère (rats traités aux sels DOCA (Deoxycorticosteroize acetate), ceux-ci seront
discutés à la section 4.1.3) associée à une augmentation de l’ET-l (17). L’augmentation
$principale du matériel pariétal se retrouve au niveau de la média, la partie médiane et
contractile de la paroi vasculaire. Cette section se compose majoritairement de cellules du
muscle lisse vasculaire (CMLV) et de matrice extracellulaire (MEC). Lors du remodelage
hypertrophique, ces composantes sont augmentées d’une part, par une hypertrophie etlou
une hyperplasie des CMLV et d’autre part, par une augmentation de la synthèse de MEC
(les glycosaminoglycanes, le collagène, la fibronectine) par les CMLV (15,19).
Le second cas de remodelage vasculaire observé dans l’HTA est le remodelage
eutrophique. Comme il a été mentionné, ce type de remodelage correspond à un
remaniement autour d’une lumière vasculaire plus petite sans pour autant altérer la surface
de section de la média. En plus des différents facteurs de croissance et de l’HTA, une
vasoconstriction prolongée favorise de façon importante ce processus morphologique (20).
Ce remodelage vasculaire se retrouve entre autres dans l’HTA essentielle humaine et dans
une HTA où le SRAA (système rénine-angiotensine-aldostérone) est impliqué (21,22).
Étant donné qu’il n’y a pas de variation de la surface de section de la média, cela signifie
qu’il n’y a pas de croissance cellulaire nette à ce niveau et, par conséquent, suggère un
mécanisme compensatoire de la synthèse du matériel de la média. Ceci permet de proposer
différents mécanismes compensatoires entre la croissance et la mort programmée
(apoptose) des CMLV, ainsi que la synthèse de MEC. Par conséquent, une régulation
différentielle entre ces trois facteurs semble déterminer et caractériser le remodelage
eutrophique (23,24). De plus, différentes molécules d’adhésion des CMLV agissent comme
site de liaison du collagène et de la fibronectine. Dans l’HTA, la régulation de ces
différentes molécules d’adhésion au niveau des CMLV est altérée et par conséquent,
entraîne différents réarrangements des composantes de la paroi vasculaire impliquées dans
le remodelage vasculaire (20). Cependant, les conditions et les mécanismes moléculaires
initiateurs sous lesquels ces différentes altérations structurales se produisent sont encore
mal connus. L’utilisation d’outils expérimentaux in vivo et in vitro sont nécessaires afin
9d’expliquer, dans les conditions d’HTA, ces différents types d’altérations structurales et
ainsi décortiquer l’implication de chacune des composantes de la paroi vasculaire.
4. Principaux modèles animaux d’HTA
L’HTA a une physiopathologie multifactorielle qui implique plusieurs interactions
complexes entre différents facteurs génétiques et environnementaux. Le développement de
différents modèles expérimentaux d’HTA permet de disséquer et d’isoler plusieurs facteurs
qui sont associés à la régulation de la PA, des traits héréditaires d’HTA ainsi que la réponse
cellulaire à différentes blessures. Néanmoins, il est important que le modèle expérimental
d’HTA contienne des caractéristiques anatomiques, hémodynamiques et physiologiques
cardiovasculaires similaires à l’humain. Le modèle idéal doit pouvoir développer des
maladies et des complications humaines caractéristiques (hypertension, athérosclérose,
insuffisance cardiaque, etc.) qui peuvent se développer de façon accélérée. fi est inévitable
de mentionner qu’aucune espèce ne peut répondre à toutes ces caractéristiques et, par
conséquent, le choix d’un modèle expérimental est dicté par les applications spécifiques de
la recherche envisagée. Ainsi, certains des modèles les plus étudiés sont traités dans cette
section.
4.1 Modèles d’hypertension expérimentaux
4.1.1 Modèle de Goldblatt
Goldblatt et coït, ont introduit, en 1934, le premier modèle expérimental d’HTA en
induisant une constriction unilatérale de l’artère rénale (modèle 2-K, 1C, deux reins, une
clamp) qui provoque ainsi une ischémie rénale (25). L’occlusion partielle 2-K, 1C
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provoque une augmentation graduelle et chronique de la PA qui est influencée par le type
de sténose provoqué. De plus, l’HTA rénovasculaire induite par sténose peut aussi être
pratiquée en bloquant une partie de l’aorte (coarctation) entre les deux artères rénales
(26,27). Dans le modèle 2K1C le SRAA est stimulé de façon prononcée pendant les
premières neuf semaines et, par la suite, revient à la normale. De plus, un remodelage
vasculaire eutrophique est associé à cette HTA (28). Un second modèle expérimental
d’HTA est la sténose 1-K, 1C. Dans ce modèle, l’animal est néphrectomisé unilatéralement
et une clamp est posée sur l’artère rénale. Ce type de modèle expérimental ressemble à un
modèle de sténose rénovasculaire bilatérale (2-K, 2C). Contrairement au modèle 2-K, 1C
où l’HTA est dépendante de l’élévation importante de l’activité de la rénine plasmatique, le
modèle l-K, 1C exprime, dans les premiers jours, une augmentation transitoire de l’activité
de la rénine plasmatique qui retourne au niveau basal par la suite (29,30). Ainsi, le SRAA
ne semble pas être impliqué de façon chronique dans ce modèle. Ceci est appuyé par le fait
que des inhibiteurs du SRAA ne semblent pas diminuer la PA dans cette première étape.
Cependant, une diurèse sévère accompagnée d’une perte sévère en sodium réactive le
SRAA. De plus, dans le modèle 1-K, 1C la production d’ET-l est augmentée et ceci est
associée à un remodelage hypertrophique des artères (31).
4.1.2 Modèle d’HTA induite par 1’Ang II
L’augmentation de la synthèse de l’Ang II provoque une hausse de la PA par
l’intermédiaire de plusieurs mécanismes. En effet, ce peptide provoque la constriction des
CMLV, une augmentation de la synthèse d’aldostérone, une rétention sodique ainsi qu’une
activation du système nerveux central et périphérique. Chez le rat, l’infusion d’Ang II
développe l’HTA et par conséquent, ressemble à un modèle d’HTA rénovasculaire humaine
où la concentration de rénine est élevée. À ceci est associée un remodelage cardiaque et
vasculaire ainsi que différents troubles rénaux (32-34). Aussi, une infusion intrarénale
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chronique d’Ang II augmente la PA et est associée à un remodelage vasculaire
préglomérulaire rénale (35).
4.1.3 Hypertension induite par les stéroïdes
Une méthode fréquente pour induire l’HTA consiste à administrer à l’animal une
diète riche en sel et minéralocorticoïdes, plus particulièrement le DOCA ou l’aldostérone.
L’ablation d’un rein est nécessaire pour induire une HTA sévère chez le rat (36,37). Ce
type d’HTA, associé à une rétention hydrosodée, est caractérisé par une hypertrophie et une
fibrose cardiaque sévère, de la protéinurie secondaire à la sclérose glomérulaire, et au
niveau vasculaire, une raréfaction capillaire, une dysfonction endothéliale ainsi qu’un
remodelage vasculaire hypertrophique (3$-40). De plus, le niveau de rénine retrouvé chez
ce modèle est très bas tandis que le niveau d’ET- 1 vasculaire est augmenté. Le traitement
avec des antagonistes des récepteurs de l’ET-l de type A et B (ETA et ETB) permet à la fois
de diminuer la PA, les modifications vasculaires et en partie les altérations cardiaques (40-
42). Dans un autre ordre d’idée, les glucocorticoïdes peuvent aussi induire l’HTA chez le
rat et la souris,(43) probablement en activant le SRAA, mais ils semblent moins efficaces
que le DOCA (44).
4.1.4 Diète basée sur le sel
L’héridité de la sensibilité au sel est impliquée dans l’HTA essentielle et par
conséquent, plusieurs diètes riches en sel ont permis de générer des modèles d’HTA
expérimentale (45). Une diète riche en sel (8% de NaCl) administrée à des rats
génétiquement sensibles au sel permet de produire l’HTA chez ces derniers. En effet, le rat
Dahl est une souche de rat qui est sensible au sel et est caractérisée par une HTA et une
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faible fréquence cardiaque même sous une diète faible en sel (0.5% NaC1) (46). Ce modèle
a une augmentation de la rétention d’eau, du sel et du volume plasmique. De plus, il
développe des lésions parenchymateuses rénales et l’activité du système nerveux
sympathique est amplifiée. Chez ce modèle, une diète riche en sel active le SRAA et la
production d’ET-l qui semblent aussi impliquée dans le développement de 1’HTA, le
remodelage vasculaire et cardiaque (47-49).
4.1.5 Diète basée sur le sucre
Une diète riche en fructose induit à la fois une résistance à l’insuline et une
hypertension chez le rat (50,51). Ces troubles métaboliques sont associés à une diminution
des récepteurs à l’insuline et a une augmentation du récepteur AT1 (52). Cependant, malgré
le développement d’une résistance à l’insuline, ce type de diète ne permet pas de
développer l’HTA chez le chien (53). Ainsi, le tout démontre l’implication du bagage
génétique dans le développement de l’HTA et nécessite donc l’utilisation de modèles
génétiquement ciblés.
4.2 Modèles d’HTA génétique
Comme il a été mentionné, l’hypertension essentielle est la forme la plus fréquente
d’HTA retrouvée chez l’humain. Ici, plusieurs gènes contribuent au phénotype individuel,
et ce, sous l’effet de différents allèles. Par conséquent, un seul défaut génétique ne peut pas
expliquer le développement de l’hypertension essentielle chez l’humain. Le décodage du
génome humain, de la souris et du rat a permis l’élaboration de différents modèles
d’animaux transgéniques et génétiquement ciblés pour permettre l’étude de l’HTA. Deux
approches expérimentales sont utilisées pour étudier l’HTA chez les différents modèles
animaux. La première méthode est dirigée par le phénotype et prend avantage des
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variations naturelles parmi certaines contraintes innées des animaux afin de quantifier
certains traits et gènes qui en sont responsables. La seconde méthode est dirigée par le
génotype d’un ou plusieurs gènes connus et ils sont étudiés par une approche génétique
(ex: surexpression d’un gène ou invalidation d’un gène).
4.2.1 Modèle génétique naturel d’HTA
4.2.1.1 Modèle de rats spontanément hypertendus
En 1963, les Drs Okamoto et Aold ont utilisé l’approche d’accouplement pour
produire, à partir de la souche normotendue Wistar, les souches de rats spontanément
hypertendus SHR ou SHRSP (SHR stroke-prone) (54,55). Cependant, la souche de rats
SHR contient plus d’une contrainte génétique et, par conséquent, peut exprimer une
multitude de gènes ou facteurs qui peuvent être à l’origine de l’HTA : des anomalies qui
altèrent le fonctionnement du système nerveux central et périphérique, des causes
hormonales et vasculaires, ainsi qu’un dysfonctionnement rénal. Ce modèle expérimental
peut ainsi ressembler, de façon mendélienne, à l’hypertension essentielle retrouvée chez
l’humain (39). En plus de l’HTA développée chez les rats SHR, ceux-ci développent une
hypertrophie et une insuffisance cardiaque ainsi qu’une dysfonction rénale malgré leur
insensibilité à une surcharge hydrosodée. Aussi, ce modèle présente une hypersensibilité
artérielle à différents agents vasoconstricteurs tels l’Ang II et la noradrénaline, en plus
d’avoir une dysfonction endothéliale et de développer un remodelage
hypertrophique/eutrophique (56,57). Pour amplifier les contraintes cardiovasculaires des
rats SHR, ceux-ci ont une raréfaction capillaire cardiaque. Cependant, le traitement avec
des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’Ang II (ffiCA) baisse la PA, le remodelage
vasculaire et améliore la fonction endothéliale (56,5$).
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4.2.1.2 Modèle de rats SURSP
Le rat de lignée SHRSP est considéré comme un bon modèle pour étudier les
mécanismes d’hypertrophie vasculaire et cardiaque retrouvés dans un modèle d’HTA
sévère ou maligne. Comme la lignée de rats SHR, celle des rats SHRSP développe
plusieurs troubles cardiovasculaires, mais, contrairement aux rats SHR, les rats SHRSP
sont prédisposés aux accidents cérébrovasculaires et sont très sensibles à une surcharge
hydrosodée (59). Effectivement, à l’âge adulte, ces rats développent une PA systolique
supérieure à 240 mmHg et meurent généralement d’hémorragie cérébrale (60). Cela dit, le
SRAA semble être impliqué dans le développement de troubles cardiovasculaires dans ce
modèle, car l’utilisation d’ffiCA retarde la progression de l’hypertrophie cardiaque, réduit
le remodelage vasculaire et diminue la PA (61-63). L’utilisation d’antagonistes du
récepteur AT1 (ARA) permet de diminuer la progression de maladie rénale ainsi que
l’HTA accélérée (64,65). Néanmoins, le SRAA n’est pas le seul mécanisme qui altère le
système cardiovasculaire dans ce modèle. L’implication de l’ET-l semble aussi jouer un
rôle important dans le remodelage vasculaire et cardiaque. En effet, l’ET-l semble être
augmentée au niveau de l’aorte et des artères mésentériques des rats SHRSP (66). De plus,
des antagonistes des récepteurs ETA et ETB permettent de diminuer le remodelage
hypertrophique des artères cérébrales et du coeur ainsi que de prolonger la survie (67-69).
4.2.1.3 Modèle de rats hypertendus et maladies associées
Plusieurs maladies et dysfonctions métaboliques peuvent être associées avec l’HTA.
Notamment, une élévation importante du cholestérol plasmatique est observée chez les rats
Lyon hypertendus et, par conséquent, ressemble à ce qui est souvent observé dans
l’hypertension essentielle humaine (70). D’autres modèles sont accompagnés d’obésité et
de résistance à l’insuline (diabète de type 2) comme le rat obèse Zucker,(71) le rat obèse
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Wistar (72) ou le modèle de rat d’obésité viscéral et hypertendu (73). Un autre modèle
d’HTA et d’athérosclérose est le rat transgénique Dahl (Tg53) qui développe des maladies
coronariennes et surexprime la protéine de transfert (Chotesterol Ester Transport Protein)
hépatique humaine (74). Cette enzyme est une protéine importante du métabolisme
lipidique et sa surexpression semble être impliquée dans le développement de l’HTA.
Ainsi, l’ensemble de ces modèles et leur physiopathologie se rapproche cliniquement des
risques cardiovasculaires retrouvés dans le syndrome métabolique.
De façon générale, dans la plupart des modèles expérimentaux dirigés en fonction du
phénotype, 1’HTA est associée avec une hypertrophie cardiaque, une dysfonction
endothéliale et des troubles fonctionnels rénaux (protéinurie, diminution de la clairance de
la créatinine). La sévérité de la maladie développée semble dépendre de l’origine animale,
du bagage génétique ainsi que du degré d’HTA. Par exemple, le rat Dahl semble être plus
susceptible au développement d’insuffisance rénale et cardiaque que le rat SHR qui lui en
retour, développe une HTA beaucoup plus sévère (39). En effet, les rongeurs, à titre de
modèles expérimentaux d’HTA, développent rarement des complications et troubles
sévères associés à l’humain comme l’athérosclérose, l’infarctus myocardique, la formation
d’anévrysme ou encore d’insuffisance cardiaque (39,75). De façon intéressante, dans le
modèle expérimental de rat “Fawn-hooded” qui développe de l’HTA modérée ainsi que de
l’insuffisance rénale chronique, la susceptibilité de développer des complications semble
être guidée génétiquement et ce, de façon partiellement indépendante de l’HTA (76). Donc,
ceci soulève la possibilité que la vulnérabilité de certains organes cibles à développer
certaines défaillances soit indépendante de l’HTA en soi. Par conséquent, des modèles de
rats génétiquement modifiés d’HTA sont requis afin d’explorer l’existence de
susceptibilités spécifiques.
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4.2.2 Modèles de rats génétiquement modifiés d’HTA
Les recherches en hypertension expérimentale basées sur des méthodes moléculaires
ont permis de progresser de façon importante dans le domaine et d’identifier certains gènes
impliqués dans certaines pathologies cardiovasculaires. Concrètement, les mutations de
certains gènes qui causent les formes mendéliennes de l’HTA chez l’humain ont été
identifiées comme celles impliquées dans l’expression d’hormones minéralocorticoïdiennes
circulant et leur récepteur associé ou encore dans l’expression de canaux et de transporteurs
ioniques rénaux (77). De plus, pour compléter ces études faites chez l’humain, certains
modèles de rats génétiquement modifiés permettent de contribuer aux connaissances sur les
causes génétiques possibles de l’HTA. Afin de décortiquer l’implication de certaines
composantes dans le développement de l’HTA, la fonction génétique est le plus souvent
étudiée par l’utilisation de modèles qui surexpriment un gène (transgénique) ou l’invalident
(knockout).
4.2.2.1 Modèle expérimental dirigé génotypiquement et le SRAA
Dans l’HTA, l’association de polymorphismes génétiques pour le récepteur AT1,
l’angiotensinogène (AGT) et l’ECA est largement étudiés. Chez la souris et le rat, plusieurs
composantes du SRAA sont étudiées par l’utilisation d’approches transgéniques et/ou
d’invalidation. Tout d’abord, la souris et le rat possèdent deux sous-types du gène AT1
(ATia et ATIb) et du gène de la rénine (Ren-ld et Ren-2d). La surexpression chez la souris
du gène de l’AGT de rat, avec ou sans la surexpression de la rénine de rat, provoque une
augmentation de la PA (78,79). Néanmoins, l’invalidation de ce gène provoque une
hypotension (80). Cette observation est aussi obtenue chez la souris, particulièrement chez
les mâles, si le gène de l’ECA est invalidé ($1). Effectivement, l’invalidation allélique de
l’AGT, la rénine et de l’ECA réduit de 25 à 50 % la PA lorsque comparé aux souris de
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types sauvages ou hétérozygotes (82). Le polymorphisme du récepteur AT1 semble jouer un
rôle important dans l’hypertension essentielle et dans la susceptibilité de certains organes à
développer différentes physiopathologies (83-85). En effet, la surexpression du récepteur
AT1 induit le remodelage cardiaque, une augmentation de la rigidité et de la contractilité
vasculaire à l’Ang TT (86-88). Cependant, une surexpression du récepteur AT2 stimule la
production de bradykinine, de NO et de GMPc qui contribuent à la vasodilatation et
atténuent le remodelage cardiaque (89,90). Certaines études démontrent que les souris qui
ont un déficit en gènes ATia et ATIb développent de l’hypotension artérielle ainsi que des
troubles dans la croissance et la structure rénale (91,92). Cependant, un déficit pour le gène
AT2 provoque une HTA et une sensibilité au sel (93). L’effet de l’invalidation des gènes
des récepteurs AT1 et AT2 sera discuté plus en détail à la section 7.
4.2.2.2 Modèle expérimental dirigé génotypiquement et l’ET
L’ET est un autre peptide vasoconstricteur important dans la régulation du système
cardiovasculaire. fl existe chez l’homme, trois isoformes de l’endothéline: ET-1, ET-2 et
ET-3. Cependant, l’endothéline principalement sécrétée par l’endothélium est l’ET-l. Les
stress mécaniques, l’Ang II, la vasopressine, les catécholarnines ainsi que plusieurs autres
facteurs permettent la relâche de ce peptide (94). L’augmentation de l’ET-l est associée à
certaines formes d’HTA et le polymorphisme du gène ET-2, chez certains patients
hypertendus, pourrait influencer la sévérité de l’HTA (95). Aussi, le polymorphisme des
récepteurs de l’ET-l est associé au développement de l’HTA (96,97). Dans le même ordre
d’idée, une surexpression du gène de l’ET-l par l’intermédiaire d’adénovirus, chez le rat,
provoque une augmentation de la PA. Cependant, l’augmentation de l’ET-l, dans ce
modèle, provoque une diminution de l’expression de l’ARNm et protéique du récepteur
ETA dans l’aorte, mais ne semble pas affecter le récepteur ET8 (9$). Par opposition, dans un
modèle de souris où le gène de l’ET-l est invalidé, celles-ci ont des anormalités
morphologiques et meurent à la naissance. Cela dit, l’activation du récepteur ET8 par l’ET
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1 favorise la vasodilatation et diminue les effets du récepteur ETA. Effectivement, chez les
souris où le gène ETB est invalidé plutôt que celui de ETA, la PA est plus élevée (99).
Finalement, un modèle transgénique pour le gène ET-1 ciblé dans les vaisseaux sanguins a
récemment été produit. Ce modèle, qui n’exhibe aucun changement au niveau de la PA,
démontre une dysfonction endothéliale et un remodelage vasculaire des vaisseaux de petit
calibre à caractère hypertrophique (100).
Il existe encore plusieurs autres modèles expérimentaux qui répondent à différentes
problématiques cardiovasculaires. Néanmoins, l’ensemble des modèles expérimentaux
mentionnés dans ce chapitre représente les modèles les plus courants en recherche
cardiovasculaire. Ainsi, les différents modèles expérimentaux présentés développent de
l’HTA associée à une altération de la fonction endothéliale et rénale ainsi qu’au remodelage
vasculaire et cardiaque. Quelques uns de ces modèles expérimentaux plus extrêmes (Dahl
sensible au sel et SHRSP) développent de l’insuffisance cardiaque, des lésions tissulaires
ainsi que des accidents cérébrovasculaires. Chacun de ces modèles confère, en soi,
certaines caractéristiques précises qui permettent de décortiquer les mécanismes associés à
certaines dysfonctions et troubles cardiovasculaires. Ceci est autant plus important si l’on
considère l’hétérogénéité et les différences génétiques chez l’humain. En effet, comme il a
été mentionné plus haut, certains groupes sociaux (afro-américains vs Caucasiens) ont une
prévalence plus élevée pour certains troubles cardiovasculaires. Par conséquent,
l’utilisation de modèles in vitro permet d’approfondir, au niveau moléculaire, les multiples
mécanismes impliqués dans la physiopathologie cardiovasculaire. En particulier, la culture
d’organes ou de différentes souches de cellules (CMLV, CE ou cardiaques) permet de
cibler certaines voies de signalisation intracellulaire d’hormones vasoconstrictrices (Ang II,
ET-1 ou vasopressine) ainsi que d’autres molécules (NO, GMPc ou les dérivés réactifs de
l’oxygène (DRO)) impliquées dans l’HTA.
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5. Physiologie moléculaire et régulation des CMLV dans l’HIA
Les CMLV, comme la plupart des cellules musculaires, sont des cellules d’origines
mésodermiques. Cependant, contrairement aux cellules musculaires cardiaques ou
squelettiques qui sont irréversiblement différentiées, les CMLV sont assez flexibles et
peuvent changer leur phénotype en fonction de leur environnement (101). De plus,
contrairement aux cellules musculaires squelettiques (CMS) qui sont multinucléées, les
CMLV sont mononucléées (101). Comme les cellules musculaires cardiaques et
squelettiques, les CMLV contiennent des filaments d’actine et de myosine. Cependant, ces
derniers ne sont pas organisés en myofibrilles individualisées (101). La myosine des
CMLV diffère de celle des muscles squelettiques. Effectivement, l’activité de dégradation
de l’ATP dans les CMLV est dix fois plus faible que celle des CMS (101). Comme pour la
myosine des CMS, celle des CMLV intéragit avec l’actine seulement si les chaînes légères
sont phosphorylées. De plus, ces cellules ont un mode de contraction relativement différent
de celui des cellules musculaires cardiaques et CMS. In vivo, les CMLV sont organisées
dans les vaisseaux sanguins en feuillets et sont parallèles les unes aux autres. In vitro, cette
organisation spatiale est aussi observée. Les CMLV sont associées entre elles par
différentes protéines de pontage ainsi que par un réseau de MEC essentiellement composé
de collagène et d’élastine (101). Par conséquent, ce type d’association joue un rôle majeur
dans la structure et la fonction vasculaire. Ainsi, la modulation des CMLV (croissance,
apoptose, synthèse de MEC, réorganisation du réseau cellule-cellule et cellule-MEC) dans
les vaisseaux sanguins peut provoquer une altération structurelle importante pouvant mener
au remodelage et à la raréfaction vasculaire retrouvée dans l’HTA (16,102).
Comme mentionné antérieurement, le lit vasculaire se compose de vaisseaux de différents
calibres dont l’architecture diffère en fonction de leur rôle physiologique. De façon
grossière, les vaisseaux sont structurés en trois tuniques (intima, média, adventice)
distinctes superposées qui peuvent être très grandes ou réduites à une simple monocouche
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cellulaire (15). L’intima est principalement constituée, de l’intérieur vers l’extérieur, d’une
monocouche de cellules endothéliales et d’une fine couche de tissu conjonctif. Cette
couche, qui est en contact direct avec le sang, est identique morphologiquement quel que
soit le territoire vasculaire et il y a très peu de différences dans sa structure. Cependant,
dans les artères élastiques, l’intima est très épaisse et peut contenir des CMLV. La média
contient exclusivement des CMLV et de la MEC (fibres élastiques, fibres d’élastines, fibres
de collagène et des protéoglycanes) (103). Cette tunique est très variable selon les différents
territoires vasculaires et le niveau ainsi que l’architecture de ses composantes varient selon
la fonction des vaisseaux. Finalement, l’adventice est peu ou très présente selon le type de
vaisseau. Généralement, cette tunique externe vasculaire est constituée majoritairement de
fibres de collagène et également quelques fibres élastiques épaisses, des fibroblastes, des
macrophages et des lymphocytes (103). Quel que soit le type de vaisseau, son architecture
est à peu près la même. Dans tous les cas, malgré des degrés différents des composites
vasculaires, un équilibre entre les trois tuniques est important pour maintenir un bon
fonctionnement vasculaire. Néanmoins, dans l’HTA, plusieurs facteurs contribuent à
l’altération des composantes vasculaires et altèrent la fonction de ces derniers. Bien que
chacune des couches, ainsi que leurs compositon, soit impliquée dans différentes fonctions
vasculaires, je ne m’attarderai que sur la régulation des CMLV dans la physiopathologie de
l’HTA.
5.1 Les CMLV et les agents vasoactifs
Dans l’HTA, les différentes composantes de la paroi vasculaire sont sous le contrôle
de plusieurs agents vasoconstricteurs (I’Ang II, l’ET-l, la vasopressine, les DRO, les
thromboxanes et les catécholamines) ou vasodilatateurs (NO, les facteurs hyperpolarisants
endothéliaux, la bradykinine et les peptides natriurétiques) (104). Ces agents vasoactifs
permettent de réguler la contraction vasculaire en activant ou inhibant plusieurs voies de
signalisation intracellulaire. De plus, les facteurs vasoconstricteurs comme l’Ang II, l’ET-l,
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la vasopressine ou l’anion superoxyde ont aussi des effets prolifératifs, tandis que les
facteurs vasodilatateurs semblent avoir des effets antiprolifératifs (104). Dans l’ensemble,
ces agents régulent les mécanismes contractiles et la croissance des CMLV ainsi que la
production de MEC. L’Ang II, principale hormone effectrice du SRAA, joue un rôle
important dans la régulation de la PA ainsi que dans le développement de la
physiopathologie de l’HTA.
6. Le système rénine angiotensine aldostérone
6.1 L’Ang II
Le SRAA (figure I-3) est l’un des plus importants systèmes régulateurs de la PA.
Les différents processus enzymatiques qui mènent à la génération d’Ang II sont bien
établis. De façon générale, l’AGT, une prohormone, est synthétisée et libérée en
concentration variable à travers le système (foie, cerveau, glandes sexuelles et autres tissues
et organes) et est hydrolysée par la rénine en un décapeptide, l’Ang I. La rénine active, qui
est synthétisée et stockée par les cellules juxtaglomérulaires de l’artériole afférente du
glomérule rénal, est l’une des étapes limitantes dans le processus de synthèse de l’Ang II
(105). La rénine active est sécrétée en réponse à quatre mécanismes régulateurs majeurs: les
barorécepteurs rénaux, la macula densa, la stimulation des récepteurs 13i par les nerfs
rénaux et certains facteurs humoraux (PGI2, NO, facteur hyperpolarisant dérivé de
l’endothélium). Une fois sécrétée, la rénine ou même la prorénine peuvent se lier à
différents récepteurs (mannose-6-phosphate et N-acyl-D-glucosamine 2 épimerase) et
permet la synthèse d’Ang I. Toutefois, la liaison de la rénine à ces récepteurs n’est pas
requise afin de libérer l’Ang I. Cependant, l’association de rénine avec ses récepteurs
permet l’activation de voies de signalisation comme celle des ERK1/2 impliquées dans la
croissance cellulaire (106). Cela dit, la synthèse de rénine active permet d’augmenter le
niveau d’Ang I (105). À son tour, l’Ang I peut être clivée en octapeptide actif, l’Ang II,
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sous l’activité enzymatique de l’ECA. Cependant, l’activité enzymatique de l’ECA n’est
pas sélective à l’Ang I. En effet, celle-ci clive une variété d’autres peptides comme la
bradykinine, les enképhalines et la substance P (107). Sur une base cinétique de l’activité
enzymatique, l’ECA agit plus comme une enzyme kinase qu’une enzyme convertase ou
encore, comme une enzyme enképhalinase. Effectivement, le Km de l’ECA pour la
bradyldnine est très petit comparativement à celui de l’Ang I (107). Par conséquent,
l’activation de l’ECA favorise la dégradation de la bradykinine (un vasodilatateur) et














Figure I-3 Système rénine-angiotensine aldostérone. Cascades enzymatiques et synthèse
de l’Ang II et de ses dérivés à partir de l’AGT. Modifié de la référence (108)
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L’Ang I qui est transformée en Ang II peut se produire partiellement au niveau du poumon,
où le niveau d’ECA endothéliale est très élevé, ou au niveau tissulaire par l’action de
l’ECA de la paroi vasculaire. De plus, des études faites sur des CMLV en culture
démontrent que l’Ang II peut aussi être produite par l’intermédiaire de la cathepsine D ou G
à partir d’AGT intracellulaire (109). À ceci s’ajoute différentes études qui démontrent la
production d’Ang II par l’action enzymatique de la chymase (110). Cette dernière semble
être impliquée dans la physiopathologie de l’HTA et un modèle de souris transgénique qui
surexprime cette enzyme démontre plusieurs troubles cardiovasculaires (110,111). Une fois
synthétisée, l’Ang II peut se lier à ses récepteurs et activer plusieurs voies de signalisation
impliquées dans la synthèse d’autres facteurs importants pour le système cardiovasculaire.
En effet, Ï’Ang II peut lier le récepteur AT1 au niveau des glandes surrénales où elle
favorise la synthèse d’une honnone minéralocorticoïde, l’aldostérone. Cette dernière joue
un rôle crucial dans le maintien de la volémie plasmatique et de la PA via son action sur le
rein. L’ aldostérone est synthétisée au niveau de la zone glomérulée de la surrénale et
excrétée dans la circulation sanguine. Ses récepteurs se situent essentiellement au niveau du
tube contourné distal où elle favorise la réabsorption de Na et l’excrétion de K. Ses
récepteurs se trouvent aussi dans les cellules vasculaires et les cellules cardiaques
(112,113). Dans ces tissus, l’aldostérone augmente la production de collagène ce qui
entraînerait une augmentation de la résistance vasculaire, du remodelage cardiaque et
vasculaire, favorisant le développement de l’HTA (114). De plus, l’aldostérone favorise la
dysfonction endothéliale. Comme pour 1’Ang II, l’aldostérone semble promouvoir ses effets
en partie par l’augmentation de la synthèse des DRO (115).
6.2 Les dérivés de I’Ang II
L’Ang II est l’agent actif principal du SRAA et il joue un rôle important dans l’HTA.
Néanmoins, plusieurs autres composantes du SRAA jouent un rôle important dans les
mécanismes régulateurs du système cardiovasculaire que se soit pour potentialiser ou
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atténuer les effets hypertenseurs de l’Ang II. En effet, plusieurs autres dérivés de l’Ang II et
de l’Ang I sont connus. L’Ang I peut être transformé en Ang (l-9) par un homologue le
I’ECA, l’ECA 2 et est par la suite converti en Ang (1-7). Ce dernier peptide peut aussi être
synthétisé directement suite à la conversion de l’Ang II par l’ECA 2. L’Ang (1-7) semble
pouvoir contrebalancer les effets de l’Ang II dans le système cardiovasculaire en ayant des
effets vasodilatateurs et cardioprotecteurs (116). Santos et coït, ont publié que le proto
oncogène Mas codant pour le récepteur Mas pouvait être un récepteur endogène pour l’Ang
(1-7) et que celui-ci pouvait interagir avec le récepteur AT1 (117,118). L’Ang (1-7) n’est
cependant pas le seul métabolite actif de l’Ang II. Effectivement, l’Ang II peut être converti
en Ang III par l’intermédiaire d’une glutamyl-aminopeptidase A (119). Ce métabolite
permet, tout comme l’Ang II, de lier les récepteurs AT1 et AT2 et d’augmenter la production
de l’hormone antidiurétique au niveau cérébral et induire une élévation de la PA. LAng III
peut aussi être métabolisée en Ang W par l’action d’une arginyl-aminopeptidase N. Ce
peptide induit ses effets en liant le récepteur AT4 récemment identifié comme
1’ aminopeptidase membranaire WAP (insutin-reguïated membrane aminopeptidase).
L’IRAP est retrouvé dans plusieurs tissus comme les glandes surrénales, les poumons, le
coeur, le cerveau et les reins (120). Au niveau cérébral (l’hippocampe), l’Ang IV semble
jouer un rôle pour la mémoire tandis qu’au niveau du cortex rénal, ce peptide joue un rôle
sur l’augmentation du flot sanguin (121).
6.3 Effets physiologiques de l’Ang II
Le SRAA altère la PA par l’intermédiaire de différents effets tissulaires comme: la
vasoconstriction, l’augmentation de l’activité du système nerveux sympathique, le
changement de la structure et des fonctions du lit vasculaire ainsi que par des modifications
dans l’homéostasie des fonctions rénales (104). Néanmoins, les modifications de la PA par
Ï’Ang II peuvent être régulées par des effets aigus ou chroniques de l’Ang II. Ces différents
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types d’effets sont des processus majeurs dans le développement de l’HTA et les troubles
cardiovasculaires qui peuvent lui être associés.
6.3.1 Effets physiologiques aigus de l’Ang II
Une fois synthétisée, l’Ang II peut lier les récepteurs AT1 et AT2 au niveau de
différents types cellulaires (CMLV, CE, cardiomyocytes, fibroblastes, monocytes et
polymorphonucléaires) retrouvés dans plusieurs tissus et induire plusieurs effets
stimulateurs. La plupart des actions rapides de YAng II se produisent lorsqu’il y a une
baisse de la volémie plasmatique et de la PA. Physiologiquement, une augmentation de la
rétention sodique au niveau tubulaire rénale, une augmentation de la sécrétion
d’aldostérone et d’hormones antidiurétiques ainsi qu’une vasoconstriction diminuant la
capacité de l’arbre vasculaire sont observées suite à une baisse du volume sanguin. De plus,
1’Ang II peut aussi augmenter la PA en augmentant la libération de catécholamines des
terminaisons nerveuses sympathiques (122).
6.3.2 Effets physiologiques chroniques de 1’Ang II
L’administration chronique de faibles doses (sous-presseur) d’Ang II pendant
quelques jours ou semaines chez le rat entraîne une augmentation de la PA, des
modifications trophiques au niveau du coeur et des vaisseaux sanguins, une hypertrophie
des cellules contractiles cardiaques et vasculaires ainsi qu’une augmentation de la synthèse
de MEC (104). Aussi, ces effets semblent être provoqués par l’activation du récepteur AT1.
L’utilisation d’agents synthétiques hypotenseurs qui préviennent la synthèse de l’Ang II
(ifiCA) ou bloquent son action sur le récepteur AT1 (les ARA) peuvent retarder ou même
renverser l’hypertrophie ventriculaire gauche ainsi que certaines modifications structurales
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(remodelage) vasculaires dans l’HTA humaine (104). Une stimulation chronique à l’Ang II
provoque des effets inflammatoires en stimulant la migration des monocytes et des cellules
polymorphonucléaires. La synthèse de plusieurs marqueurs inflammatoires est aussi
observée. En effet, des cytokines et leurs récepteurs associés, des protéines d’adhésion
(VCAM- 1 (Vascular ceit adhesion moiecute- 1), ICAM- 1 (Intercellular adhesion moÏecule
1), PECAM (Ptatetet endotheliat celi adhesion motecule), MCP-1 (Monocyte cheniotactic
protein-])), les DRO ainsi que plusieurs facteurs de transcription (NFiB (Nuclear factor
KB) et AP-l (Activator protein-l)) sont augmentés par une infusion prolongée à l’Ang II
(104,123,124). Par conséquent, le tout contribue au remodelage et à la dysfonction des
composantes du système cardiovasculaire.
6.3.3 Régulation des mécanismes activateurs de l’Ang II
Les effets aigus et chroniques de l’Ang II peuvent être augmentés ou diminués par
la libération d’autres hormones et peptides en réponse à l’Ang II. En effet, la synthèse et la
libération de l’aldostérone et de catécholamines sont augmentées par l’Ang TI (125).
Comme il a été expliqué précédemment, ces hormones sont impliquées dans l’augmentation
du volume sanguin ainsi que dans le maintien de la PA. En plus de ces effets fibrotiques
dans le coeur et les vaisseaux sanguins, l’aldostérone amplifie aussi les effets de I’Ang II sur
la libération d’inhibiteur de l’activateur de plasminogène au niveau de l’endothélium
(126,127). Aussi, l’Ang II augmente la libération d’ET-l et de thromboxane au niveau de
l’endothélium qui contribuent aussi à la vasoconstriction. Les effets rapides de l’Ang II sur
la stimulation de la croissance, de la fibrose et l’inflammation dans le système
cardiovasculaire peuvent être amplifiés par la transactivation de différents facteurs de
croissance (PDGF (PÏatelet-derived growth factor), EGF (Epidemial growth frictor), TGF!3
(Turnor growthfactor 3) et IGF-1 (hzsulin-like growthfactor-J)). De plus, l’Ang II amplifie
ces effets hypertenseurs et hypertrophiants sur le système cardiovasculaire en favorisant la
production de DRO (12$). Effectivement, l’activation du récepteur AT1 stimule la
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formation de DRO comme le peroxyde d’hydrogène et le superoxyde qui peuvent
endommager les lipides de la membrane cellulaire, certaines protéines et acides nucléiques.
D’une part, les DRO peuvent augmenter la contraction et la croissance des CMLV et
d’autre part, ils peuvent favoriser la dysfonction endothéliale en endommageant les CE
(12$). Cela dit, les effets rapides de I’Ang II peuvent aussi protéger les reins et autres
organes vitaux d’une vasoconstriction excessive en augmentant la production de NO et de
prostacycline (PGI2) vasculaire (128,129). Néanmoins, les effets protecteurs de l’Ang II
semblent être surmontés dans l’HTA et autres maladies cardiovasculaires par les différents
effets mentionnés ci-haut.
7. Les récepteurs de J’Ang II
L’Ang II peut induire une cascade d’évènements biochimiques intracellulaires en
agissant via deux types de récepteurs (AT1 et AT2) bien caractérisés. Malgré que ces deux
récepteurs partagent uniquement 34 ¾ de leur séquence en acides aminés, ceux-ci ont une
affinité très élevée pour l’Ang II et virtuellement aucune pour l’Ang 1(130). Pour sa part,
l’Ang III ne semble pas avoir de récepteur spécifique, mais semble toutefois avoir une
affinité pour les récepteurs AT1 et AT2 (121). L’Ang W peut lier ces récepteurs de façon
très modeste ainsi que lier le récepteur AT4JIRAP. Finalement, 1’Ang (1-7) ne lie pas les
récepteurs de 1’ Ang II mais semble être spécifique pour le récepteur Mas (121).
7.1 Le récepteur AI1
L’utilisation de différents ARA démontrent que le récepteur de type ATL médie la
plupart des effets classiques de l’Ang II. Entre autres, l’Ang II induit via ce récepteur
l’augmentation de la PA, la vasoconstriction, la stimulation de l’aldostérone et du système
sympathique, la rétention rénale de sodium et d’eau, la croissance, la migration, l’apoptose
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et la différenciation cellulaire (130). Le récepteur AT1 est hautement distribué dans les
tissus adultes comme les vaisseaux sanguins, le coeur, les reins, les glandes surrénales, le
foie, le cerveau et les poumons (131). Chez l’humain, le gène du récepteur AT1 est localisé
sur le chromosome 3q24 et chez le rat, deux sous-types du récepteur AT1, ATia et ATIb, se
retrouvent sur les chromosomes 17 et 2 respectivement (131). Ces deux isoformes ont en
plus de leur grande homologie de séquence en acides aminés (96%) et en acides nucléiques
(92%), des propriétés pharmacologiques similaires (130). Malgré le fait que ces deux
isoformes du récepteur AT1 ont une affinité similaire pour l’Ang II, plusieurs études
démontrent que le récepteur ATia est le récepteur majoritairement impliqué dans la
régulation de la PA. En effet, chez des souris invalidées pour le gène ATia, la PA est plus
basse que chez les souris de type sauvage ou hétérozygote (132). De plus, une étude
utilisant ce même type de souris a démontré l’importance de l’expression du récepteur
ATia, et non pas du récepteur ATIb, dans l’augmentation des sous-unités de la NAD(P)H
oxydase de CE aortique de souris insulino-résistantes associée à la dysfonction endothéliale
(133). Néanmoins, l’infusion d’Ang II, chez les souris invalidées pour le gène ATia,
provoque une augmentation de la PA, laquelle peut être diminuée par un traitement avec un
ARA. Par conséquent, ces données suggèrent l’implication du récepteur ATIb dans le
développement de l’HTA (134). Cependant, chez les souris invalidées pour le gène ATIb,
aucune variation significative de la PA n’est observée lorsque comparée aux souris de type
sauvages ou hétérozygotes (91). Ainsi, le récepteur ATta semble prendre en charge les
fonctions du récepteur AT1b mais l’inverse ne semble pas être observé. Finalement, chez
des souris dont les gènes pour les récepteurs ATia et ATIb sont simultanément invalidés,
une PA, un poids corporel, cardiaque et rénale plus faible sont observés comparativement
aux souris de type sauvage. De plus, ces altérations semblent affecter les reins et les
vaisseaux sanguins. Effectivement, dans ce modèle de souris, la structure rénale est altérée
et une hypertrophie vasculaire rénale est observée (91). Ces conditions peuvent être
secondaires à la baisse de PA et à l’hypoperfusion rénale.
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7.2 Les antagonistes du récepteur AI1
Plusieurs études cliniques (SOLVD, SAVE, AIRE, HOPE) ont démontré les effets
bénéfiques d’un blocage chronique du SRAA chez des patients qui sont porteurs de certains
troubles cardiovasculaires (135). Entre autres, l’utilisation d’ffiCA (captopril, quinapril,
enalapril et ramipril) peut, dans certains cas, diminuer la PA, le risque d’infarctus du
myocarde et d’insuffisance cardiaque, diminuer la progression de l’athérosclérose et du
remodelage cardiaque ainsi que le taux de mortalité (136). Néanmoins, l’ECA dégrade la
bradykinine et d’autres kinines en métabolites inactifs. L’inhibition de l’ECA est associée à
une potentialisation des effets endogènes des ldnines, ce qui est l’un des effets recherchés
des ifiCA pour la protection des organes. Cette potentialisation des effets endogènes des
ldnines peut aussi provoquer chez certains patients de la toux sèche et exceptionnellement
l’oedème angionévrotique (135). Malgré le fait que les IECA aient été les seuls
médicaments disponibles jusqu’à 1995 à pouvoir interférer avec le SRAA, il a été
rapidement démontré que d’autres enzymes comme la chymase, la CAGE (chymostatin
sensitive Ang-Il generating enzyme), la cathepsine G ou encore l’activateur tissulaire du
plasminogène pouvaient aussi produire de l’Ang II disponible pour le récepteur AT1 (135).
Ainsi, il a été nécessaire de produire des agents plus sélectifs du SRAA afin de mieux
contrôler les effets de l’Ang II. D’une part, des antagonistes peptidiques (la saralasine, la
sarilesine et la sarmesine) du récepteur AT1, basés sur la séquence de l’Ang II, ont été
conçus. Ces agents devaient être utilisés par voie intraveineuse, donc leur utilité potentielle
chez l’humain était limitée. D’autre part, au milieu des années $0, Takeda a développé des
drogues synthétiques non peptidiques qui interfèrent avec le SRAA (135). Effectivement,
ces antagonistes du récepteur AT1 ont été conçus et développés pour être des antagonistes
compétitifs dépourvus d’effets activateurs au niveau du récepteur. Le losartan a été le
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premier antagoniste non peptidique du récepteur AT1 et, par conséquent, la famille des
sartans a ainsi été créée. Par la suite, d’autres ARA comme l’irbesartan, le candesartan, le
valsartan, l’éprosartan, le tasosartan et le telmisartan ont été produits afin d’améliorer la
condition cardiovasculaire (135).
À ce jour, les sartans sont subdivisés en antagonistes surmontables (compétitifs et
réversibles) et insurmontables (non-compétitifs et irréversibles) dont les propriétés
pharmacocinétiques comme l’affinité et la durée d’activité guident les effets de l’Ang II.
Les antagonistes surmontables (losartan, eprosartan et telmisartan) permettent de déplacer
la courbe dose-réponse de l’Ang II vers la droite sans pour autant affecter l’effet maximal
de l’Ang II. Pour leur part, les antagonistes insurmontables (métabolite actif du losartan,
irbesartan, valsartan et candesartan) provoquent une diminution de l’effet maximal de
l’Ang II (137). Certains de ces antagonistes, cormne le losartan ou le candesartan, sont
administrés sous une forme inactive ou partiellement active et nécessitent d’être
métabolisés par le foie ou la paroi intestinale avant d’être transformés en forme active
(135). Le losartan est particulier dans sa fonction, car même à l’état non métabolisé, celui-
ci présente un effet antagoniste important. Néanmoins, le métabolite EXP3 174, produit par
l’oxydation du losartan par le cytochrome P450 (CYP45O), présente un potentiel de 10 à 40
fois plus élevé que le losartan en plus de pouvoir se lier de façon non compétitive au
récepteur AT1 (135). Cela dit, les effets antagonistes du losartan et de son métabolite
EXP3 174 sont additifs et suggèrent le losartan comme une prodrogue (135). Dans un autre
ordre d’idée, certains de ces ARA démontrent des effets indépendants de ceux observés par
le blocage du récepteur AT1. Effectivement, une étude récente démontre l’activation
partielle du récepteur PPAWy par le telmisartan, l’irbésartan et le losartan. Néanmoins,
l’activation de PPARy par ces agonistes partiels, se réalise à des concentrations différentes.
Des concentrations faibles de telmisartan, intermédiaires d’irbésartan et très élevées de
losartan permettent d’activer le récepteur PPARy dans la lignée cellulaire de fibroblastes
3T3-L1 (13$). Ces différences sont attribuées aux propriétés physico-chimiques des sartans.
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En effet, une forte lipophilicité est requise pour obtenir une absorption suffisante de façon à
ce que les molécules puissent se lier aux récepteurs PPARy. De plus, l’activation des
récepteurs PPARy par ces ARA est observée même en l’absence de récepteurs AT1 et
suggère ainsi que l’activation de PPARy est indépendante du blocage des récepteurs AI1.
Par conséquent, ces observations démontrent de nouveaux effets pléiotropes de certains
ARA susceptibles de pouvoir expliquer certains effets insulinosensibilisateurs et/ou
antidiabétiques (139,140).
7.3 L’oligomérïsation des récepteurs AI1
Plusieurs études portées sur les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
démontrent la possibilité d’interaction entre certains de ceux-ci pour former des homo
oligomères ou des hétéro-oligomères. D’une part, l’homo-oligomérisation de plusieurs
RCPG comme les récepteurs [32-adrénergiques, muscariniques, dopaminergiques D2 a été
reportée suite à une stimulation par leur agoniste (130). De plus, une étude démontre que le
récepteur AT1 peut s’homodimériser dans les cellules monocytaires. Cette étude confirme,
entre autres, que le facteur XIIIa (une transglutaminase) induit une homodimérisation des
récepteurs AI1, chez les patients hypertendus (141). Aussi, l’homodimérisation des
récepteurs AI1 augmente l’accumulation d’inositol phosphate et la mobilisation de calcium
de façon plus importante que les récepteurs AI1 retrouvés sous leur forme monomérique.
D’autre part, il a été démontré que l’activité du récepteur AT1 peut être significativement
augmentée par son association avec le récepteur de type 2 de la bradykinine (B2).
Effectivement, l’association des récepteurs AT1 et B2, stimulée par l’Ang II, permet
d’augmenter la mobilisation du calcium et l’accumulation d’inositol phosphate dans les
cellules mésengiales et les CMLV (142,143). Aussi, l’association de ces deux récepteurs
favorise la production de DRO vasculaire impliqués dans l’HIA (144). Dans les cellules du
tubule proximal rénal, le récepteur AI1 s’associe avec le récepteur dopamïnergique D5 tant
chez le rat WKY que chez le rat SHR. La stimulation de ces cellules par l’Ang II semble
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affecter les niveaux d’expression de ces récepteurs ainsi que leur association (145). Dans
ces mêmes cellules, une autre étude démontre que le récepteur AT1 peut s’associer avec le
récepteur ETB et régule son niveau d’expression chez le rat SHR (146). Aussi, certaines
études démontrent que l’hétérodimérisation du récepteur AT2 avec le récepteur AT1 inhibe
les voies de signalisation de ce dernier et que cet effet antagoniste est indépendant de la
liaison de l’Ang fi sur le récepteur AT2. En effet, le récepteur AT2 a été rapporté comme un
récepteur constitutivement actif qui permet de diminuer les effets activateurs du récepteur
AT1 sur la migration et la croissance cellulaire de CMLV (130,147). Cela dit, que ce soit
l’homo-oligomérisation ou l’hétéro-oligomérisation du récepteur AT1 avec lui-même ou
d’autres RCPG, une perturbation des interactions intermoléculaires entre ces récepteurs
semble altérer la fonction du récepteur AT1. Ce type de notion permet ainsi de proposer de
nouvelles approches pharmacologiques dans le traitement de maladies cardiovasculaires
comme 1’HTA.
7.4 Les voies de signalisation du récepteur AI1
L’Ang II induit directement ses effets par son association avec ses récepteurs,
indirectement via la libération d’autres facteurs ou encore, en interférant avec les voies de
signalisation d’autres agents vasoactifs. Néanmoins, une fois 1’Ang II lié au récepteur AT1,
des cascades moléculaires importantes sont initiées au niveau membranaire (protéines G),
intracellulaire et nucléaire. Entre autres, ces cascades d’évènements sont impliquées dans
plusieurs mécanismes régulateurs et activateurs intracellulaires. Ainsi, dépendaiument du
type cellulaire et de son environnement ou de la fréquence d’activation (aiguè ou
chronique) du récepteur AT1 par I’Ang II, différentes voies de signalisation sont activées.
Ceci implique que les effets de I’Ang II et les voies de signalisation induites peuvent être
multiphasiques avec des caractéristiques temporelles bien distinctes. Par conséquent, il
serait trop ambitieux de discuter de l’ensemble des protéines connues impliquées dans les
voies de signalisation induite par 1’Ang II. Ainsi, je m’attarderai à certaines voies
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classiques majeures retrouvées dans le système cardiovasculaire qui sont impliquées dans la
croissance cellulaire et l’inflammation retrouvée dans Ï’HTA (figure I-4).
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Figure I-4: Schéma des principales voies de signalisation activées par le récepteur AT1.
7.4.1 Le récepteur AT1 et ]es protéines G hétérodimériques
Le récepteur AT1 est un récepteur à sept domaines transmembranaires dont la queue
aminoterminale est extracellulaire et la queue carboxyterminale est intracellulaire. Ce
récepteur de 359 acides aminés, dont le poids moléculaire est de 41 kDa, est dépourvu
d’activité tyrosine kinase intrinsèque et est un membre de la famille des RCPG qui lie les
protéines G hétérodimériques (130). L’interaction du récepteur AT1 avec différentes
protéines G comme les protéines Gqiti, G10, G12, et G13 induit différentes cascades
signalétiques intracellulaires spécifiques responsables du contrôle cellulaire et de sa
fonction (128). Par exemple, dans les CMLV, l’association du récepteur AT1 avec la
protéine Gqii i induit l’activation de la phospholipase (PL) C et par conséquent, augmente la
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libération de Ca2 intracellulaire responsable des effets vasomoteurs de l’Ang 11(128,131).
Néanmoins, l’association du récepteur AI1 avec des protéines de la classe G,0, au niveau
du rein et des glandes surrénales, diminue la formation d’AMPc par l’adénylate cyclase.
Jusqu’à présent, plusieurs études ont accordé une importance particulière aux protéines G
hétérotrimériques et leur implication possible dans l’HTA. Entre autres, la comparaison
entre le rat WKY et le rat SHR n’a démontré aucune différence significative des niveaux
d’expression des différentes protéines G hétérodimériques, Gqii t et G,0 dans les CMLV
d’artères mésentériques (148). Cependant, une étude réalisée par Siffert et coït, démontre
que le niveau de sous-unité Gp dans les lymphoblastes et fibroblastes humain, est impliquée
dans le développement de l’HTA (149). Dans le même ordre d’idée, une étude
épidémiologique démontre qu’une mutation au niveau de la cytosine 825 du gène de la
sous-unité G est fortement associée à l’HTA retrouvée chez des patients afro-américains
hypertendus et chez des patients hypertendus d’origine européenne (150).
7.4.2 Les phosphotipases dans I’HIA
Tel que mentionné précédemment, le récepteur AT1 se retrouve, entre autres, sur les
monocytes, les polymorphonucléaires, les CE, les CMLV, les cardiomyocytes et les
fibroblastes. Dans ces cellules, le récepteur AI1 induit l’activation des PLC, PLD et PLA2.
En premier lieu, l’activation de la PLC est l’un des premiers évènements induits par l’Ang
II suite à sa liaison avec le récepteur AT1. fl existe trois isoformes de la PLC (PLC-f3, PLC
y et PLC-) qui hydrolysent rapidement le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphates
(PI(4,5)P2) pour générer l’inositol 1,4,5-triphosphate (W3) et le diacylglycérol (DAG)
(12$). Ces seconds messagers permettent d’induire la libération du Ca2 du réticulum
endoplasmique et, ainsi, modulent l’activité des enzymes Ca2tdépendantes telles que la
protéine kinase (PK) C et la Ca2/calmodu1ine (CaM) kinase qui entraîne la contraction des
CMLV (128). En effet, il a été démontré que l’activation de la PLC-f3 par l’Ang II corrèle
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temporellement avec la contraction de CMLV isolées ou obtenus d’artères de résistance
intactes (151). De plus, cette augmentation de Ca2 intracellulaire permet l’activation de la
PKC et la régulation du pH intracellulaire via l’échangeur Na/H (152). Finalement, des
études démontrent que dans les CMLV, la PLC-f3 est impliquée dans la phase rapide qui
suit l’activation du récepteur AT1 par l’Ang II tandis que la PLC-7 semble être impliquée
pendant la phase tardive d’activation (152). À ce jour, il y a peu d’information disponible
en ce qui concerne la PLC-8. Néanmoins, la PLC-1 semble être activée par une protéine
G atypique appelée Gb qui joue également le rôle d’une transglutaminase. L’activation de
cette enzyme semble être plus sensible au niveau de Ca2 par rapport aux autres isoformes
de la famille PLC. Aussi, le niveau d’expression et d’activité de la PLC- associé à l’HTA
est plus élevé dans l’aorte du rat SHR comparativement aux rats contrôles (153).
Contrairement à la PLC qui est impliquée dans l’hydrolyse de phosphatidylinositol, la PLD,
qui regroupe deux isoformes (PLD1 et PLD2), hydrolyse la phosphatidylcholine. En effet, le
récepteur AT1 activé recrute la sous-unité f3y de la protéine G121 et active la PLD via Src
et RhoA (154). Une fois la cascade déclenchée, la PLD hydrolyse la phosphatidylcholine en
choline et en acide phosphatidique. L’acide phosphatidique est ensuite transformé en DAG
sous l’action de la phosphatidate phosphohydrolase (128). Donc, le DAG est le produit de
deux voies de signalisation distinctes (PLC et PLD) et lui confère ainsi une importance
temporelle dans la régulation des fonctions cellulaires. Effectivement, la stimulation par
l’Ang II de CMLV ou de cardiomyocytes induit la synthèse de DAG de façon biphasique.
Une première étape de synthèse de DAG par la PLC se produit lors des premiers instants de
la stimulation par l’Ang II; puis, une seconde étape de synthèse est obtenue par
l’intermédiaire de la PLD. Ainsi, la première étape (PLC), dite rapide et transitoire, précède
l’étape longue et soutenue (PLD), ce qui permet de maintenir un niveau élevé de second
messagers dans la cellule (155,156). Aussi, l’activation de la PLD par l’Ang II semble être
impliquée dans la production d’anions superoxyde par la NAD(P)H qui, en retour, stimule
la libération du Ca2 intracellulaire et favorise la croissance cellulaire ainsi que la
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contractilité vasculaire (128). Cela suit le même ordre d’idée si l’on considère que dans les
CMLV de rats SHR, l’activité de la PLD est plus élevée que dans les CMLV de rats WKY
suite à des stimulations à l’Ang 11 (157). Parallèlement à cette étude, notre laboratoire a
démontré que cette augmentation d’activité est aussi observée dans des CMLV de patients
hypertendus (158). Par contre, l’inhibition de cette enzyme diminue les effets mitogéniques
induits par l’Ang II dans les CMLV (159). Par conséquent, la PLD semble être une
composante majeure dans la transmission des effets activateurs de l’Ang II sur la croissance
et la contractilité cellulaire retrouvée dans I’HTA.
La troisième PL activée par le récepteur AT1 est la PLA2. L’activation de cette enzyme
permet la synthèse d’acide arachidonique (AA) à partir des phospholipides de la membrane
cellulaire. Au niveau du tissu rénal, vasculaire et cardiaque, l’AA est métabolisé par les
cyclooxygénases (COX), les lipoxygénases (LOX) ou le CYP45O en différents
eicosanoïdes. Les COX catalysent la formation de prostaglandines (PG), thromboxane A2
(TxA2) et PGI2. Les LOX catalysent la formation de leukotriènes, de 5-, 12-, ou 15-acides
hydroperoxyeicosatetraenoiques (HPETEs) et d’acides hydroxyeicosatetraenoiques
(HETEs). Finalement, le CYP45O monooxygénase catalyse l’AA en acides
époxyeicosatrienoiques (EETs) et en produits d’hydroxylation w et w1 20-HETE et 19-
HETE (160). Les eicosanoïdes dérivés de l’AA par la PLA2 sont impliqués dans les
mécanismes vasculaires et rénaux qui contribuent à la régulation de la PA. Ces effets sont
médiés via le récepteur AT1 dans les CMLV et les CE. Cependant, dans les
cardiomyocytes, les neurones et les cellules épithéliales du tubule proximal rénal de rats
néo-nataux, l’Ang II induit ses effets par l’intermédiaire du récepteur AT2 (161). Au niveau
vasculaire, l’activation initiale de la PLA2 par l’Ang II semble être dépendante de la
concentration de Ca2 intracellulaire, de la Ca2/CaM kinase fi et des MAPK (mitogen
activated protein kinase) (160,161). Par la suite, une boucle d’activation positive
s’enclenche lorsque la PLA2 et ses métabolites alimentent la voie de signalisation
RasJMAPK qui, amplifie l’activité de la PLA2 et augmente la production d’AA. Ainsi, la
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régulation de la croissance et de la contraction cellulaire médiée par la production
d’eicosanoïdes suite à une stimulation par l’Ang II dépend, en partie, de la voie de
signalisation des MAPK. Cela dit, les COX et leurs métabolites sont aussi impliqués dans
les effets médiés par l’Ang II. fl existe deux isoformes des COX, la COX-l et la COX-2. La
première, identifiée comme constitutive, est retrouvée dans la plupart des types cellulaires
et est fortement exprimée dans les CMLV (162). La seconde, est identifiée comme
“inductible” pour son niveau d’expression basal faible qui peut être augmenté par des
stimuli inflammatoires ou proliférateurs. Par conséquent, la COX-2 est considérée comme
un bon marqueur inflammatoire (163). Il a été démontré que l’Ang II active la COX-2, via
la voie des MAPK, et induit une croissance cellulaire importante des CMLV qui peut être
inhibée par l’utilisation d’inhibiteurs de la COX-2 (NS-398 et nimesulide) (162). Le TxA,,
qui est l’un des produits de cette enzyme, est impliqué dans les effets contractiles de 1’Ang
II. De plus, ce métabolite favorise la croissance cellulaire en augmentant la transcription de
l’ARNm de c-fos et la synthèse protéique (164). Néanmoins, les COX sont aussi impliquées
dans les étapes de synthèse de métabolites vasorelaxants comme la PGE2 et la PGT2 qui
diminuent les effets constricteurs de l’Ang II dans certains lits vasculaires comme les
artères pulmonaires, coronaires, et mésentériques (165,166). Ainsi, l’équilibre entre les
métabolites produits par les COX, lors d’une stimulation à l’Ang II, permet de guider les
fonctions et le destin cellulaire. Finalement, les eicosanoïdes produits par les LOX et
CYP45O jouent aussi un rôle dans les effets médiés par l’Ang II dans les CMLV.
Effectivement, la 12- et la 15-HETE favorisent les effets stimulateurs de l’Ang II sur la
libération de Ca2 dans des cellules en culture ainsi que sur la production de plaquettes. De
plus, la LOX semble participer aux effets hypertenseurs de l’Ang II. Ceci a été confirmé
par le fait que des inhibiteurs de la LOX diminuent les effets vasoconstricteurs et
hypertenseurs induits par 1’Ang H dans des rats SHR (167). Dans le même ordre d’idée,
l’inhibition du CYP45O atténue l’augmentation de la PA chez des rats infusés avec l’Ang II
ainsi que chez des rats SHR (16$).
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L’activation des différentes PL, par 1’Ang II et ses récepteurs, fait partie des étapes
primordiales des effets régulateurs, vasomoteurs, proliférateurs et inflammatoires de l’Ang
II. Cela dit, malgré le fait que ces enzymes déclenchent une myriade d’événements
moléculaires, plusieurs autres voies de signalisation (MAPK, PI3K, JAKISTAT) jouent des
rôles importants dans la transmission des effets stimulateurs de l’Ang II.
7.4.3 La voie JAKISTAT
De la même façon que les récepteurs des cytokines, le récepteur AT1 stimule
l’activation d’une tyrosine kinase, JAK (janus kinase) 2 en s’associant directement à la
protéine via son domaine YWP de la queue carboxyterminal (169,170). L’activation de
cette dernière par le récepteur AT1 permet de phosphoryler les facteurs de transcription
STAT (signal transducers and actiiators of transcription). La phosphorylation et la
translocation nucléaire de STAT1 par l’Ang U nécessitent la protéine p59Fyn, un membre
de la famille Src (12$). Cette protéine, qui joue un rôle de protéine d’échafaudage, est
cruciale pour l’association de JAK2 sur STAT1 et permettre sa phosphorylation. Les
protéines JAK jouent un rôle important dans la synthèse d’ARNm de protéines impliquées
dans la phase aigu de la croissance cellulaire (171). fl a été démontré que la régulation à la
baisse de STATY et de STAT3 à l’aide d’anticorps dirigés contre ces derniers, inhibe la
croissance cellulaire des CMLV induite par l’Ang II. Cependant, ce type d’évènement n’est
pas observé par la stimulation d’autres facteurs de croissance (171). De plus, des données
récentes montrent l’activation directe de JAK2 par la NAD(P)H oxydase activée par une
stimulation Ang WAT1 (172). Ceci suggère donc un rôle important des STAT dans la
transmission des effets proliférateurs de l’Ang II. Ainsi, l’activation de cette voie par l’Ang
II peu jouer un rôle majeur dans le processus de croissance cellulaire retrouvé dans le
remodelage vasculaire.
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7.4.4 Les voies des MAPK
Les voies de signalisation associées aux MAPK ont été largement étudiées pour leur
implication dans les différents processus comme l’hyperplasie et l’hypertrophie cellulaires
et l’activation des voies inflammatoires (12$). Ces protéines de la famille des
sérine/thréonine kinases se divisent en six sous-familles importantes: 1) ERK
(extracellular signaÏ-regulated kinase)1/2, 2) MAPKIp38, 3) JNKISAPK (c-fun N-terminal
protein kinase/stress-activated protein kinase), 4) ERK3, 5) ERK5 et 6) ERK6.(173)
L’activation des MAPK est associée à la croissance cellulaire et l’apoptose, la
transformation et la différentiation cellulaire ainsi que la contraction vasculaire. Les
ERK1/2 sont activés par des facteurs de croissance et de différentiation tandis que les
protéines JNKJSAPK et MAPKJp38 sont généralement activées par des cytokines
inflammatoires ou des stress cellulaires (figure I-5) (173). Plusieurs études démontrent
l’implication de l’Ang II dans l’activation des voies de signalisation des MAPK.
Effectivement, l’Ang II permet d’activer, à différents niveaux, les protéines ERK1/2,
MAPKIp38 et JNKISAPK (174,175). Cette activation requiert différents intermédiaires
retrouvés en amont de ces MAPK. Entre autres, les MAPK kinases aussi nommées les
MEK permettent l’activation des MAPK en phosphorylant certains de leurs résidus
thréonines et tyrosines. L’activation des MEK est aussi dépendante d’autres
sérinesfthréonines kinases (MEK kinases (MEKK)) comme les protéines de la famille Raf
(Raf-1, A-Raf et B-Raf). Ces dernières deviennent actives par de petites protéines G
(famille Ras) ou d’autres kinases (176,177). L’état de phosphorylation des protéines Raf est
grandement influencé par différentes protéines kinases incluant: Src, PKC, PKB et PAK
(p2] (rac/Cdc42)-activated protein kinase). En fonction du degré de stimulation, PAK et
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Src sont extrêmement efficaces pour activer la voie de RafIMAPK (176). Les trois voies de
signalisation des MAPK les plus étudiées seront abordées dans cette section.
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Figure I-5 Activation des voies MAPK (p38, JNK et ERK1/2).
7.4.4.1 La voie des protéines ERK 1/2
Les protéines ERK1 et ERK2 sont des protéines de 44 et 42 kDa, respectivement,
qui ont une homologie de séquence approximative de 85%. Ces deux protéines sont
ubiquitaires et hautement exprimées dans les différents tissus du système cardiovasculaire
(vaisseaux sanguins, reins, coeur) (178). Cependant, le degré d’expression de ces deux
isoformes peut varier d’un type cellulaire à l’autre. D’une part, il a été démontré que le
niveau d’expression de la protéine ERK2 est significativement supérieur à son isoforme
ERK1 au niveau des cellules immunitaires (176). Néanmoins, dans les vaisseaux sanguins,
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ERK1/2 sont exprimées de façon abondante dans les CE, les CMLV et les cellules
monocytaires/macrophages (179-181). L’activation de ces protéines est la conséquence
d’une cascade d’évènements initiée par des stimuli externes. Le récepteur AT1 actif
s’associe à un complexe protéique (Shc (Src honzology 2 domain containing), Src, Grb2
(Growth factor receptor-bound protein 2) et Sos (Son of sevenÏess)) et permet l’activation
de la protéine Ras-GDP en Ras-GTP qui elle, active les MEK1/2. Finalement, la cascade
d’activation de cette voie de signalisation se termine lorsque les MEK1/2 activent les
ERK1/2 (128). Cependant, l’activation des ERK1/2 peut aussi se faire indépendamment de
la protéine Ras. En effet, dans un modèle d’hypertrophie cardiaque, l’activation de la
protéine PKCŒ et PKCE est associée à la translocation et l’activation de ERK1/2 (182).
Aussi, dans les CMLV aortiques de rats, I’Ang TI permet l’activation des ERK1/2 via la
PKCE (183). Dans 1’HTA, plusieurs études démontrent, à l’aide d’un inhibiteur spécifique
de la MEK (PD9$059), l’implication des ERK1/2 dans le développement et le maintien de
cette physiopathologie (184,185). Effectivement, dans le remodelage vasculaire associé à
l’HTA, plusieurs évènements moléculaires se produisent suite à l’activation des ERK1/2.
En effets, l’activation de ces dernières par les MEK1 et 2 peut entraîner l’activation de la
PLA2, de la COX-2, la protéine kinase p9ORsk (p90 ribosornat $6 kinase), le remaniement
de protéines qui composent le cytosquelette, l’activation et la translocation d’un grand
nombre de récepteurs nucléaires (176). Plus précisément, une fois phosphorylées, les
protéines ERK1/2 sont dirigées vers le noyau où elles phosphorylent différents facteurs de
transcription qui sont impliqués dans la régulation de différents gènes du cycle cellulaire
(173,176). Dans les CMLV, la phosphorylation des ERK1/2 provoque l’activation de la
protéine kinase p9ORsk et subséquemment de la protéine S6 ribosomale qui joue un rôle
important dans la synthèse protéique. De plus, l’activation des ERK1/2 dans les CMLV
mène à l’augmentation d’expression de plusieurs proto-oncogènes (c-fos, c-jun et c-myc)
impliqués dans la progression du cycle cellulaire et la synthèse protéique (177). Plusieurs
études démontrent que l’Ang II stimule la voie des ERK1/2 et confère à cette dernière un
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rôle important dans les processus d’hypertrophie, de prolifération et de contraction des
CMLV d’artères de résistance (179,186).
7.4.4.2 La voie des protéines MAPKIp38 kinases
La famille des MAPK/p38 regroupe six isoformes de la protéine p38 (p38Œl/Œ2,
p3$f3l/f32, p38 et p38’y). Les isoformes Œ et f3 sont ubiquitaires, l’isoforme se retrouve
principalement au niveau des reins, des poumons et du pancréas tandis que l’isoforme y se
retrouve principalement au niveau des muscles squelettiques (187). Les p38 sont activées
par une variété de stimuli comme des cytokines, des facteurs de croissance, des RCPG, des
chocs osmotiques et plusieurs autres facteurs de stress (176). Les voies de signalisation des
p38 sont impliquées dans plusieurs conditions pathologiques comme l’ischémie et
l’hypertrophie cardiaque, l’athérosclérose et le remodelage vasculaire retrouvé dans l’HTA.
Plus spécifiquement, des études démontrent que l’Ang II peut induire, via le récepteur AT1,
la phosphorylation des p38 vasculaires et jouer un rôle important dans les processus de
réponses inflammatoires, d’apoptose, d’inhibition de la croissance et de la contractilité
cellulaire. Entre autres, quelques études démontrent que l’inhibition spécifique de la p38
kinase, dans des CMLV d’aorte de rat, diminue la prolifération et la contractilité cellulaire
induite par l’Ang II (188,189). Cependant, dans des CMLV d’artères de résistance,
l’utilisation de ce même inhibiteur n’affecte pas la croissance cellulaire induite par l’Ang II
(19). Par conséquent, ces études démontrent que les mécanismes d’action de l’Ang II sur
les voies de signalisation des p38 et la croissance des CMLV varient en fonction du lit
vasculaire. Malgré le fait que les p38 peuvent être des régulateurs négatifs des protéines
ERK1/2, peu de protéines spécifiques, qui régulent et qui sont régulées par les p38 dans
les CMLV stimulés à l’Ang II, sont connues. Néanmoins, certaines études démontrent que
les p38 peuvent être activées par la MEK3 et la MEK6 (176,187). De plus, la p38
phosphorylée peu cibler et activer la Hsp27 (Ïieat shock protein 27). En effet, cette protéine,
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située en aval des p38, joue un rôle dans la restructuration du cytosquelette observée lors de
la migration cellulaire et du remodelage vasculaire (187). De plus, certaines études
démontrent que le facteur de transcription PPAR (peroxisorne prottferator-activated
receptors) u et son co-activateur PGC (PPAR’y coactivator)- 1 peuvent être régulés par cette
famille de MAPK.(177) Les protéines PPARu et PGC-1 qui sont des cibles importantes
dans l’homéostasie du système cardiovasculaire seront discutés à la section 8.
7.4.4.3 La voie des protéines JNKISAPK
La troisième classe de MAPK est composée des JNKJSAPK (JNK1/SAPK’y,
JNK2/SAPKu et JNK3/SAPKE3). Ces protéines qui ont une homologie approximative de
85% peuvent être activées suite à la phosphorylation de leurs sites tyrosine et thréonine.
Différentes cytoldnes, ligands de RCPG (Ang II et ET-1), facteurs de croissance et autres
facteurs de stress favorisent l’activation des JNKISAPK (176). Contrairement aux effets
stimulateurs de 1’Ang II sur la croissance cellulaire médiés par la voie ERK1/2, l’activation
des JNKISAPK par ce peptide régule la croissance cellulaire en favorisant l’apoptose ou
l’arrêt du cycle cellulaire. De plus, l’activation des JNKISAPK par l’Ang II, requiert la
protéine uPAK (p2] (rac/Cdc42)-activated protein kinase) qui est activée par la
mobilisation du Ca2 et l’activation de la PKC. Une fois activées, les JNK sont mobilisées
dans le noyau et activent différents facteurs de transcription comme c-Jun, c-Myc et PPARy
(177). Encore une fois, il est intéressant de mentionner que 1’Ang II active la voie des JNK
différemment de celle des ERK1/2. D’une part, l’activation des JNK semble être
dépendante à la fois du Ca2, de la présence d’une protéine tyrosine kinase et de la PKC
mais ne nécessite pas la protéine Src. D’autre part, l’activation des ERK1/2 peut être Ca2-
dépendant ou indépendant et nécessite la présence de Src et de la PKC (190). De plus, les
mécanismes activateurs des JNKISAPK semblent être dirigés en fonction du type cellulaire.
Effectivement, dans les fibroblastes cardiaques, l’Ang II stimule la voie des JNKISAPK via
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la voie Pyk (proÏine-rich tyrosine kinase) 2/Rac 1 et indépendamment de celle de la PKC.
Cependant, dans les CMLV, l’Ang II active la voie des JNKJSAPK dépendamment de la
ŒPAK, de la PKC et du Ca (191). Ainsi, les effets fonctionnels de l’Ang II sur la
croissance cellulaire dépendent de la voie d’activation des MAPK ainsi que du type
cellulaire. Ici, l’activation de la voie des ERK1/2 induit la croissance cellulaire tandis que
l’activation de celle des JNKISAPK favorise l’arrêt du cycle cellulaire ou même,
l’apoptose.
Cela dit, nombreux sont les mécanismes initiateurs et régulateurs liés à ces différentes voies
de signalisation. Les voies de signalisation des MAPK semblent être largement impliquées
dans les mécanismes moléculaires qui mènent au développement et au maintien de
différentes physiopathologies cardiovasculaires comme l’hypertrophie cardiaque,
l’athérosclérose et l’HTA. Néanmoins, la voie de signalisation des MAPK s’incorpore dans
une multitude d’autres voies de signalisation afin de guider la fonction et le destin
cellulaire.
7.4.5 La voie de la P13 kinase
La famille des PT3K (phospÏzatidytinositol 3-kinase) est constituée d’un groupe
d’enzymes qui phosphorylent les phosphatidylinositols en position 3’-OH de l’anneau
inositol. In vitro, les PI3K de la classe I phosphorylent le PI, le PI(4)P et le PI(4,5)P2 pour
produire du PI(3)P, PI(3,4)P7 et PI(3,4,5)P3, respectivement. Cependant, en réponse à une
stimulation, la phosphorylation de la PI(4,5)P2 en PI(3,4,5)P3 est prédominante in vivo.
Cela dit, cette classe d’enzyme médie plusieurs réponses cellulaires tant dans des
conditions physiologiques que physiopathologiques (192). Plusieurs études démontrent
l’implication de ces voies de signalisation dans les évènements cardiovasculaires comme le
remodelage cardiaque et vasculaire, l’insuffisance cardiaque et la dysfonction endothéliale
(193,194). Les structures moléculaires, les mécanismes d’activation ainsi que la spécificité
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des substrats subdivisent la famille des PI3K en trois classes (TA, lE et II). La première
classe (classes TA et lE) renferme des enzymes hétérodimériques qui se composent d’une
sous-unité régulatrice et d’une sous-unité catalytique tandis que les protéines de la classe II
se composent d’une seule sous-unité catalytique monomérique (PI3K-C2Œ, PI3K-C2f3 et
PI3K-C2’y), (tableau I-1, modifié de (192)). Dans la classe TA, il existe trois sous-unités
catalytiques (pi 1OŒ, f3 et ) et trois sous-unités régulatrices (p85Œ, p$5f3 et p55y) qui sont
principalement exprimées au niveau du coeur et des vaisseaux sanguins. Cependant, la
classe lB contient une seule protéine kinase, la sous-unité catalytique (pi iŒy) et sa sous-
unité régulatrice (p101) qui se retrouvent majoritairement au niveau des cardiomyocytes,
des CMLV, des CE et des fibroblastes (192). Cela dit, toutes les sous-unités catalytiques de
la classe I ont un domaine RBD (Ras-binding dornain) qui peut lier la protéine G
monomérique Ras, un domaine de liaison aux phospholipides de la membrane plasmique
ainsi qu’un domaine à activité kinase. Cependant, même si les quatre isoformes de pi 10
contiennent un domaine RBD, seuls la pi 1OŒ et la pi 1Oy peuvent être activées par la Ras
GTP in vitro (195). De plus, les sous-unités p85 semblent aussi pouvoir contrôler
l’activation des p110 par la protéine Ras (195). Plusieurs études démontrent l’implication
de différents RTK (récepteur à activité tyrosine kinase) ou RCPG dans l’activation des
voies de signalisation de la PT3K. D’une part, les membres de la classe TA sont
principalement régulés par les RTK. L’association du domaine SH2 (Src-homoÏogy 2) des
p85 à certains résidus phosphotyrosines spécifiques des RTK permet l’activation des PT3K
ainsi que le recrutement de complexes cytosoliques à la membrane plasmique afin de
transformer les PI et induire différentes cascades d’évènements. D’autre part, la classe lB
est principalement activée par les RCPG. L’ensemble des effets activateurs médiés par les
RCPG est relié à l’activation et l’association des protéines G à la pi lOy. Plus
spécifiquement, l’association de G avec le domaine aminoterminale de la protéine pi lOy
permet d’induire son activation. De plus, l’association p110y-G semble être amplifiée
grâce à la protéine régulatrice p101 (193). Ainsi, il existe plusieurs mécanismes activateurs
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des PI3K, ce qui permet d’orienter l’activation de différentes voies de signalisation pour les
différentes fonctions cellulaires et physiologiques.
Classe Sous-unité Régulation par SubstratlProduit Expression
Catalytique Coeur,
PI IOŒ, PI 1013, PI —> PI(3)P Vaisseaux
p1 10 Tyrosine kinases PI(4)P — PI(4,5)P2 sanguins
Classe lA
Régulatrice Ras (in vitro) Coeur,(hétéro
p85a, p$513 Sous-unité G13y PI(4,5)P2—*PI(3,4,5)P3 Vaisseauxdimérique)




Catalytique PI — PI(3)P
Classe lB pI lOy Sous-unité G13y PI(4)P — PI(4,5)P2 Coeur,
(hétéro- Régulatrice Ras (in vitro) Vaisseaux
dimérique) P101 PI(4,5)P2—*PI(3,4,5)P3 sanguins
(in vivo)
Classe II PI3K-C2Œ PI — PI(3)P Coeur
Tyrosine kinases
(mono- PI3K-C2f3 PI(4)P — PI(4,5)P, Coeur
dimérique) PI3K-C2y Foie
Tableau I-1 Sous-unités catalytiques et régulatrices de la classe I et II de la famille PI3K.
L’utilisation de certains inhibiteurs spécifiques comme le LY294002 (un inhibiteur
réversible des p110) et la wortmannine (un inhibiteur irréversible de la p 110) a démontré le
rôle majeur de cette kinase dans le développement de l’hypertrophie et la prolifération des
CMLV induites par l’Ang II (194). Effectivement, cette enzyme semble jouer un rôle
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primordial dans plusieurs processus cellulaires comme la croissance et la survie cellulaire,
la mobilisation de différentes vésicules, la réorganisation du cytosquelette, l’adhésion
cellulaire, la production de superoxyde ainsi que le transport du glucose (193). Cela dit,
certaines études démontrent l’implication d’une suractivation des voies de signalisation de
la PI3K dans le développement de maladies cardiovasculaires comme l’hypertrophie
cardiaque, le remodelage vasculaire et cardiaque, l’insuffisance cardiaque, la dysfonction
rénale et vasculaire (192). Entre autres, des études démontrent que dans l’aorte de rats
hypertendus, l’expression et l’activité de la p11013 et pi l0 sont augmentées, le tout étant
associé à un tonus vasculaire spontané amplifié (192). Aussi, l’activation de la PI3K par
l’Ang II dans les fibroblastes cardiaques de souris et de rats, entraîne un remodelage
myocardique caractérisé par une augmentation du dépôt de la MEC (192). Une autre étude,
faite sur des CMLV humaines, a démontré les effets activateurs de l’Ang II sur les voies de
signalisation de la PI3K impliquées dans la synthèse protéique (196). Cependant,
l’inhibition de cette enzyme par la protéine Rho kinase au niveau des CE peut provoquer
une dysfonction endothéliale (197). En effet, la PI3K est directement impliquée dans
l’activation de l’enzyme eNOS (endotÏzetiaÏ nitric oxide synthase) et ainsi, dans la synthèse
de NO responsable de la vasodilatation.
Ainsi, ces quelques études permettent d’identifier les PI3K et leurs voies de signalisation
comme des protéines majeures dans la régulation du système cardiovasculaire.
Effectivement, l’altération de l’expression et de l’activité des PT3K peut entraîner
différentes dysfonctions cellulaires et tissulaires observées dans l’HTA. Néanmoins,
plusieurs autres protéines sont impliquées dans la régulation de l’activité des PI3K et
peuvent être responsables de son débalancement fonctionnel dans cette physiopathologie.
7.4.6 Les phosphatases
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Plusieurs phosphatases sont impliquées dans la dysfonction cellulaire et tissulaire
observée dans l’HTA. II existe plusieurs types de phosphatases et leurs cibles moléculaires
varient en fonction de leur structure, localisation et type cellulaire. Cependant, cette section
est réservée aux phosphatases lipidiques.
7.4.6.1 Les phosphatases PTEN et MTM
Les phosphatases des molécules PI sont regroupées en trois groupes: la PTEN
(phosphatase and tensin hornotog), la MTM (myotubularin) et les SHTP (SH2-containing
inositol phospÏiatase) 1 et 2. La PTEN et la MTM déphosphorylent l’anneau inositol des PI
en position 3’ et 4’ respectivement tandis que les SHW1 et 2 déphosphorylent l’anneau
inositol en position 5’ (figure I-6). La PTEN est largement exprimée dans le système
cardiovasculaire. Une quantité élevé de PTEN est retrouvée dans les cardiomyocytes, les
CMLV et les cellules endothéliales (192,198). L’inactivation de cette enzyme entraîne une
hyperprolifératïon et la mort embryonnaire (192). Cependant, des souris hétérozygotes pour
ce gène ont une susceptibilité augmentée pour le développement du cancer. L’invalidation
allélique spécifique de ce gène dans le coeur de souris n’entraîne pas la létalité, mais induit
l’hypertrophie cardiaque (198). hi vitro, des études ont démontré l’implication des DRO
dans l’inactivation de la PTEN et par conséquent, dans l’augmentation de la croissance
cellulaire (199,200). Pour sa part, la phosphatase MTM est principalement retrouvée dans
les muscles squelettiques et le coeur humain où elle semble jouer un rôle important dans le
trafic vésiculaire et le maintien de l’architecture du cytosquelette (192). Cependant, cette
enzyme est encore mal caractérisée et son implication dans le domaine de l’HTA n’a pas
été rapportée.
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Figure I-6: Régulation du PI(3,4,5)P3 par les phosphatases PTEN et SHW2.
7.4.6.2 Les phosphatases SHIP
Les phosphatases SHIP1 et 2 sont principalement activées en présence de
PI(3,4,5)P3 et favorisent la synthèse de PI(3,4)P2 (figure I-6). Ces phosphatases peuvent
être activées directement par leur association avec des RTK ou des récepteurs des
cytoldnes. L’activité et l’expression de la SHW1 sont limitées aux cellules
hématopoïétiques tandis que la SHW2 est ubiquitaire. Cela dit, l’activation des SHW
favorise l’activation des MAPK et de la PI3K par la stimulation de facteurs de croissance.
L’hormone la plus ciblée par cette activation est l’insuline. En effet, plusieurs études faites
sur les animaux et chez l’humain démontrent une augmentation d’expression et d’activité
de la SHW2 dans la résistance à l’insuline (201). Cette résistance à l’insuline empêche
l’activation des protéines cibles impliquées dans la translocation du transporteur GLUT4
qui permet l’incorporation intracellulaire du glucose (201). Malgré l’intervention des SHW
sur les voies de la PI3K et MAPK, son implication dans les maladies cardiovasculaires
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n’est pas encore claire. Néanmoins, une étude démontre que SHW2 inhibe les effets
prolifératifs du PDGF et de l’IGF-I sur les CMLV d’aorte de rats (202).
7.4.7 La voie de signalisation Akt/PKB
Comme mentionné précédenmient, l’Ang II joue un rôle central dans le
développement de l’HTA. L’un des effets importants de l’Ang II est sa capacité à induire la
croissance cellulaire au niveau vasculaire. Effectivement, l’Ang II stimule l’hypertrophie et
l’hyperplasie des CMLV, ce qui favorise le remodelage vasculaire. L’une des cibles
importantes de la PI3K est la protéine Akt/PKB (protéine kinase B) qui est directement
impliquée dans le phénomène de croissance cellulaire. Chez les mammifères, il existe trois
isoformes de la protéine AkUPKB (Aktl/PKBŒ et Akt2/PKBJ3) qui sont hautement
exprimées dans le coeur, les CMLV et les CE tandis que Akt3/PKWy se retrouve
principalement dans le cerveau et les testicules (192,203). La régulation de ces protéines est
initialement contrôlée par l’activité de la PI3K et de la SHW2. Plus exactement, les niveaux
de PI(3,4,5)P3 guident l’activité initiale d’Akt/PKB. En effet, ce phospholipide
membranaire permet le recrutement et l’association d’AktIPKB et de PDK1 (3’-
phosphoinositide-dependent kinase-]) à la membrane plasmique afin qu’elles puissent être
activées. Plus précisément, l’activation d’AkUPKB se déroule en deux étapes importantes
(figure I-7). Initialement, il y a recrutement de la protéine à la membrane plasmique via son
domaine PH (pleckstrin hornology) qui s’associe aux différents phospholipides PI(3,4)P2 et
PI(3,4,5)P3 puis, elle est phosphorylée successivement sur la thréonine 308 (T308) par la
PDK1 et sur la sérine 473 (S473) par la PDK2. L’identité exacte de la PDK2 n’est pas
encore bien connue malgré le fait que certaines données suggèrent les protéines ILK
(integrin-tinked kinase), p38, PKCa et f3 et la mTOR (maininalian tal-get of rapamycin)
comme des candidats potentielles (204). Cela dit, le degré et la durée de phosphorylation du
résidu S473 d’Akt/PKB sont fortement guidés par le niveau de PI(3,4)P2 (205). Par la suite,
la protéine AktIPKB activée peut cibler et phosphoryler différentes protéines puit être
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ensuite inactivée par la déphosphorylation de ces résidus 130$ et S473. L’activation
d’Akt/PKB par 1’Ang H induit la phosphorylation de protéines impliquées dans différentes
fonctions cellulaires comme la survie cellulaire, la croissance cellulaire et le contrôle du
métabolisme du glucose (figure I-7) (206). Entre autres, l’Ang II joue un rôle important
dans le développement du remodelage cardiaque et vasculaire. En effet, l’Ang II favorise la
croissance des fibroblastes cardiaques, l’hypertrophie des cardiomyocytes, la survie des
CE, la migration et la croissance de CMLV de façon Akt/PKB dépendante (207-209).
Cela dit, plusieurs autres facteurs dont les facteurs de croissance, les cytokines, les
protéines d’adhésion et les facteurs de stress mécanique permettent d’activer et de réguler
la voie de signalisation AktJPKB. Néanmoins, I’Ang II reste un activateur puissant de cette
voie de signalisation impliquée dans la croissance cellulaire et dans le remodelage
cardiaque et vasculaire.




















7.4.8 L’Ang II et les DRO
L’une des conséquences moléculaires les plus importantes de l’Ang II est son
potentiel à augmenter la synthèse de DRO. Dans les CMLV, ces molécules oxydatives
comprennent l’anion superoxyde (02 ), le peroxyde d’hydrogène (F1202), le radical
hydroxyl et le radical peroxynitrique (ONOOE). Elles sont impliquées dans plusieurs
mécanismes intracellulaires et favorisent entre autres, l’activation de voies inflammatoires,
la contraction et la croissance cellulaire. Cependant, l’Ang II augmente aussi le niveau de
DRO dans les cellules cardiaques, endothéliales et mésangiales (210). Dans les les artères
de résistances humaine, le 02 est produit par la NAD(P)H oxydase qui est composée de
cinq différentes sous-unités: la gp9l0)VNox2, ses homologues Noxi, Nox4 et Nox5 et la
p2210( qui sont membranaires, les protéines p400x, 47Phox et p67°> qui sont
cytosoliques et une petite protéine G Rad (cellules vasculaires) ou Rac2 (cellules
phagocytaires) (211). Dans les CMLV aortique de rats, la sous-unité gp910x/Nox2 n’est
cependant pas présente. Cela dit, la NAD(P)H oxydase devient fonctionnelle lorsque les
sous-unités cytosoliques s’associent aux sous-unités membranaires. D’une part, cette
enzyme semble la principale responsable des effets néfastes vasculaires reliés aux DRO.
D’autre part, la xanthine oxydase, les oxydases mitochondriales et l’acide arachidonique
sont les principales sources de molécules oxydatives dans les tissus non vasculaires (210).
Cela dit, l’augmentation de DRO par l’Ang II semble être impliquée de façon spécifique
dans l’HTA. En effet, l’infusion d’Ang II sur une période de cinq jours, chez des rats SD,
provoque une élévation de la PA ainsi qu’une augmentation du niveau de 02 - dans l’aorte.
Néanmoins, une infusion de noradrénaline provoque aussi une élévation de la PA mais
n’affecte pas la production de 02- aortique (212). De plus, l’augmentation du 02 dans ce
modèle, semble être indépendante de l’élévation de la PA, car, à faible dose d’Ang II,
l’activité de la NAD(P)H oxydase a été doublée (212). L’implication de 02 dans le
développement de l’HTA peut être expliquée par le fait que cette molécule réactive peut
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interagir avec le NO (molécule vasodilatatrice) de source endothéliale pour produire du
ONOOE (213). Ceci a été démontré chez le rat SHRSP traité au Tempol (un agent qui mime
l’effet de la superoxyde dismutase en diminuant le niveau de 02 ). Dans cette étude, le
Tempol a diminué la PA ainsi que le remodelage vasculaire (214). D’une part, cette
réaction diminue les niveaux d’agents vasodilatateurs et d’autre part, le 0N00 est une
molécule très instable qui peut oxyder les lipides, induire la nitration des protéines et la
dégradation de l’ADN. Aussi, l’augmentation de 02 - permet d’augmenter le niveau de
H202 qui peut servir de second messager et potentialiser la concentration intracellulaire de
Ca2 pour augmenter la contraction des CMLV (215). De plus, certaines protéines comme
les MAPK (ERK, p38 et JNK) et Akt/PKB sont des cibles des DRO et favorisent la
croissance cellulaire et les processus inflammatoires (210). À ce propos, la stimulation à
l’Ang II permet d’activer les facteurs NFicB et AP-1 par les DRO dans les CMLV humains
(216). L’activation de ces récepteurs favorise la synthèse d’une panoplie de marqueurs
inflammatoires retrouvés dans l’HTA et le remodelage vasculaire. L’implication de l’Ang
II dans les processus inflammatoires sera discutée à la section 10. L’inflammation et le
stress oxydatif sont intimement liés par le fait que le stress oxydatif peut provoquer
l’inflammation qui, en retour, peut induire le stress oxydatif. L’interdépendance de ces
deux processus reflète, par conséquent, une association positive entre les marqueurs
inflammatoires et les molécules oxydatives dans l’HTA.
7.4.9 L’Ang II et les récepteurs à activité tyrosine kinases
Les RTK sont des molécules transmembranaires qui comportent un site récepteur
sur la face extracellulaire, un site tyrosine kinase sur la face intracellulaire et un segment
transmembranaire (217). Ceux-ci sont impliqués dans plusieurs fonctions cellulaires
comme la régulation du métabolisme du glucose, la croissance et la migration cellulaire.
Plusieurs évidences démontrent l’implication du récepteur AT1 dans l’activation de RTK
comme l’EGFR, le PDGFR et l’IGFR. Malgré le fait que le récepteur AT1 ne se lie pas
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directement sur les RTK, la transactivation de ces récepteurs, par les protéines tyrosine
kinases Pyk2 et Src ainsi que par le stress oxydatif, permet la régulation de plusieurs voies
de signalisation impliquées dans l’UTA (217). La transactivation de ces récepteurs semble
être régulée de façon différente. En effet, la transactivation de l’EGFR semble être
dépendante du Ca2 tandis que celle du PDGFR ne l’est pas. De plus, certaines preuves
démontrent que l’activation des RTK peu se faire par l’entremise des RCPG. Par exemple,
l’activation des RCPG par différents agonistes comme Ang II, ET-l, thrombine, permet
d’activer l’EGFR de manière extracellulaire par l’intermédiare de métalloprotéases de la
matrice extracellulaire (MMP). Effectivement, l’activation de MMP permet de cliver, au
niveau de la membrane cytoplasmique, la proHB-EGF (proHeparin-binding EGF-ïike
growthfactor) qui est un agoniste du récepteur EGF. Eguchi et coït, ont démontré que dans
les CMLV, une stimulation à l’Ang II favorise la synthèse de HB-EGF qui permet d’activer
différentes protéines comme des phosphatases et les MAPK (ERK1!2 et p38) (21$).
Cependant, dans cette étude, l’activation de l’EGFR dépendante de l’Ang II ne semble pas
altérer l’activité de la MAPKJJNK. Dans le même ordre d’idée, certaines études in vitro
rapportent que l’activation dépendante de 1’EGFR est importante pour induire les effets
trophiques de l’Ang II médiés par le récepteur AT1. En effet, ces évènements permettent
d’activer la MAPKJERK1/2 dans les CMLV et d’induire l’hyperplasie cellulaire (219).
Aussi, dans les CMLV de rats, l’Ang II augmente l’expression de c-fos, ce qui peut être
inhibé par un inhibiteur de la EGFR kinase. Finalement, certaines données démontrent que
la transactivation de l’EGFR par l’Ang II joue un rôle important dans l’activation de la
p7OS6K et, par conséquent, dans la synthèse protéique (220). Ainsi, le phénomène de
transactivation des RTK par l’Ang II semble être un mécanisme important dans les
fonctions cellulaires, spécialement dans l’induction de la croissance cellulaire.
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7.4.10 L’Ang II et la traduction protéique
D’un point de vue physiologique, l’Ang II est un peptide multifonctionnel. En plus
de ses effets vasoconstricteurs, l’Ang II peut induire la croissance cellulaire en augmentant
la synthèse d’ADN ou de protéines. L’une des conséquences de l’activation de la voie
PI3K/AktJPKB est l’activation de protéines impliquées dans les processus de traduction.
Entre autres, il a été démontré que l’Ang II peut réguler l’efficacité de la machinerie
traductionnelle en phosphorylant la protéine 4E-BP (eucalyotic initiation factor-4E-binding
protein) qui est impliquée dans la séquestration de la protéine eW4E (euca,yotic initiation
Jactor) du complexe eW4F (221). En effet, l’activation de la PI3KJAkUPKB, par l’Ang II,
cible plusieurs protéines impliquées dans la synthèse protéique comme la protéine mTOR,
la p70 S6K et la 4E-BP1 (figure I-8). Ces protéines jouent sur la première étape de la
synthèse protéique en activant les protéines impliquées dans l’initiation de la traduction.
Une fois activée, la protéine Akt peut phosphoryler la protéine mTOR, qui, à son tour, peut
s’associer et activer différentes protéines impliquées dans la traduction. D’une part, la
mTOR peut activer la protéine p7OS6K qui est impliquée dans la phosphorylation de la
protéine S6 de la sous-unité 40S ribosomal (192). Approximativement 20 à 30 % de la
traduction de l’ARNm de gènes impliqués dans la croissance cellulaire est régulée par la
p70S6K. D’autre part, la protéine mTOR peut phosphoryler la protéine 4E-BP sur
différents résidus sérines/tbréonines et permettre sa dissociation du complexe 4E-BP/eW4E.
La protéine eW4E joue un rôle majeur lors de la traduction de l’ARNm en se liant à la
coiffe 5’ de l’ARNm, permettant ainsi le recrutement de la sous-unité ribosomale 40S
(figure I-8) (222). Aussi, une fois libérée du complexe, l’activité du facteur eW4E peut être
augmentée par les MAPK (ERK1/2, JNK et p38) ou la PKC. Ce mécanisme de régulation,
lors du processus de traduction de l’ARNm, joue un rôle important dans le contrôle de la
synthèse protéique de la cellule et peut être exagéré dans certaines circonstances (222).
L’Ang II a démontré avoir des effets puissants sur la phosphorylation de la protéine 4E-
BP1, l’une des isoformes de la famille 4E-BP (221). En effet, il existe trois isoformes : 4E-
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BP1, 4E-BP2 et 4E-BP3 qui sont distribués à des niveaux différents dans les tissus. La 4E-
BP1 est retrouvée dans la plupart des tissus incluant le coeur et les vaisseaux sanguins, la
4E-BP2 est principalement exprimée dans le rein et le cerveau, tandis que la 4E-BP3 est
retrouvée dans le colon, le foie et le cerveau (222).
L’Ang II active plusieurs voies de signalisation impliquées dans la croissance cellulaire.
L’activation de la protéine 4E-BP1 semble être l’une des protéines affectées par ce peptide.
Néanmoins, peu de données démontrent l’importance de la 4E-BP1 dans les mécanismes







Figure I-8 Synthèse protéique dans l’hypertrophie cellulaire médiée par 1’Ang II.
1) L’activation du récepteur AT1 stimule la voie PI3KJAkt. La protéine Akt/PKB peut
phosphoryler la protéine mTOR qui 2) peut activer la protéine p70 S6K qui est impliquée
dans la phosphorylation de la protéine S6 de la sous-unité 40S ribosomale ou 3)








traduction eW4E. 4) Le facteur eW4E peut s’associer la région 5’-Cap de 1’ARNm afin de
recruter les sous-unités ribosomales et induire la synthèse protéique observée dans la
croissance cellulaire.
7.4.11 L’Ang II et la prolifération des CMLV
L’un des facteurs importants dans le remodelage vasculaire est la croissance
cellulaire exagérée. L’hypertrophie et l’hyperplasie sont deux étapes qui mènent à la
croissance cellulaire et au remodelage vasculaire. Néanmoins, l’étape principale dans la
prolifération cellulaire est l’induction et le contrôle du cycle cellulaire par différents
facteurs exogènes comme le stress mécanique induit par le flot sanguin ou encore par
différents facteurs humoraux. L’Ang II, comme plusieurs facteurs de croissance, peut
activer les mécanismes d’initiation de la prolifération en liant le récepteur AT1 et en
activant différentes protéines cytosoliques (223). Dans les CMLV, la prolifération cellulaire
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Figure I-9 Activation des voies PI3K et MAPK par 1’Ang II dans la progression du cycle
cellulaire.
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Entre autres, les cyclines, les CDK (cycÏin-dependent kinase) et leurs inhibiteurs peuvent
être activés en réponse à l’association de l’Ang II au récepteur AT1 (figure I-9).
L’activation par l’Ang II de certaines sous-unités catalytiques des CDK et leurs activateurs,
les cyclines, permet d’induire certains signaux mitogènes qui convergent à certains points
de contrôle du cycle cellulaire. L’activation de différentes CDK comme les CDK2, 4, et 6
par les cyclines, initie une cascade d’évènements en phosphorylantlrégulant des protéines
cibles (retinoblastoma (Rb), E2F) qui modulent la transcription des différentes protéines
nécessaires pour la progression et la transition des différentes phases du cycle cellulaire.
Par exemple, la phosphorylation de Rb par différents complexes CDKlcycline permet de
dissocier le complexe Rb/E2F et de libérer le facteur de transcription E2F qui devient actif
(figure I-9). Celui-ci peut ainsi initier la transcription de certains gènes codant pour
différentes protéines (cycline E et A, la thymidine kinase, l’ADN polymérase, la
polymérase Œ et le c-myc) impliquées dans la progression du cycle cellulaire (224). Aussi,
l’augmentation d’expression de la cycline D est associée au passage de la phase G0 à Gj et
caractérise ainsi l’initiation du cycle cellulaire. Le passage de la phase G1 à S est caractérisé
par une dégradation de la cycline D et par une augmentation d’expression de la cyline E.
Par la suite, la progression du cycle cellulaire lors de la phase S est contrôlée par le
complexe protéique cycline AICDK2 tandis que celles des phases G2 et M sont contrôlées
par le complexe cycline A, B/cdc2 (224). L’activité enzymatique des complexes
CDKlcyclines est régulée par différentes protéines inhibitrices. fl existe deux familles de
protéines inhibitrices, les NK (inhibitors of CDK) et les cip. La première famille regroupe
les protéines p15ink4b 16ink4a 18ink4c et p19ink4d et la seconde regroupe les protéines
p2lc, 27k1P1 et p57kuI)2.(225) In vivo, il a été démontré que l’Ang II diminue l’expression
des protéines p21cet p27’ et augmente l’expression des protéines cycline Dl et CDK4
dans les artères de résistance de rats SD (223). De plus, cette étude démontre que ces effets
sont dépendants de l’activation du récepteur AT1. Les voies des MAPK et de la PI3K
semblent être impliquées dans ces évènements. La stimulation des récepteurs AT1
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augmente la voie ERK1/2-c-foslc-jun ainsi que l’activation de la voie PT3K qui contrôle
positivement l’expression et l’activité du complexe cycline D1/CDK2 (226,227). De plus,
l’activation de la voie PI3K par l’Ang II diminue l’activité inhibitrice de la 27kiP1 au
niveau des CMLV aortiques (228). Par conséquent, l’Ang II favorise la prolifération des
CMLV observée dans le remodelage vasculaire retrouvé dans l’HTA. D’une part, l’Ang II
favorise la progression du cycle cellulaire en activant via le récepteur AT1, les voies des
MAPK et PI3K ainsi que celles des cyclines/CDK. D’autre part, l’activation de la PI3K par
l’Ang II inhibe les protéines impliquées dans l’inhibition des cyclines/CDK.
8. L’Ang II et l’inflammation
Plusieurs études démontrent l’implication de l’Ang II dans les processus
inflammatoires qui mènent au développement de maladies cardiovasculaires. La majeure
partie des effets inflammatoires médiés par 1’Ang II sont le résultat de l’activation du
récepteur AT1. Entre autres, l’activation du récepteur AT1 favorise la synthèse de MEC, la
migration cellulaire, l’apoptose et la croissance cellulaire qui sont observées dans le
remodelage vasculaire et cardiaque. Plusieurs marqueurs inflammatoires sont associés à ces
évènements cardiovasculaires suite à une stimulation par l’Ang II. L’activation des voies
inflammatoires par l’Ang II, dans ces tissus, varie en fonction du type cellulaire qui les
compose. Dans le coeur, I’Ang II stimule l’hypertrophie des cardiomyocytes via la voie de
signalisation NFiB (229,230). Aussi, l’infusion d’Ang II chez les rats SD augmente la
fibrose cardiaque et l’infiltration de leucocytes dans le coeur. Le tout est associé à une
augmentation de cytokines et de protéines d’adhésion (231). Dans le même ordre d’idées,
chez des rats SD infusés à l’Ang II, les niveaux de plusieurs marqueurs inflammatoires
(TGFI3, PECAM, VCAM- 1, ICAM- 1, ED- 1 (un antigène de macrophage) et NFKB) sont
augmentés dans le coeur (230). En premier lieu, l’Ang II favorise la synthèse du TG931, un
inhibiteur de la prolifération cellulaire qui est aussi impliqué dans la synthèse du collagène
et, par conséquent, dans les processus de remodelage tissulaire (230). En second lieu, les
60
molécules d’adhésion comme PECAM, VCAM-l et ICAM-l sont des protéines qui
favorisent le recrutement et l’infiltration de cellules inflammatoires
(monocytes/macrophages) dans les tissus (coeur, vaisseaux, reins). Celles-ci favorisent la
synthèse d’agents inflammatoires comme les cytokines. Ces dernières activent leurs
récepteurs et activent certaines voies de signalisation (NFKB, AP-1) impliquées dans la
croissance et la migration cellulaire ainsi que de favoriser la synthèse, de nova, de
marqueurs inflammatoires (232). La somme de ces évènements contribue au remodelage
tissulaire et aux événements cardiovasculaires. L’activation des voies NFid3 et AP-Ï jouent
un rôle majeur dans les processus inflammatoires. L’activation accrue de ces facteurs de
transcription par l’Ang II, stimule la synthèse des marqueurs inflammatoires mentionnés
précédemment, ainsi que plusieurs autres agents inflammatoires comme la protéine MCP- 1
et le facteur TNFŒ (tuinor necrosis facto,- a). L’Ang II augmente l’expression de la
molécule MCP-l dans les cardiomyocytes, les CE et CMLV des artères coronaires et
contribue à l’effet chemoattractant des cellules inflammatoires (233). L’augmentation
d’expression du TNFa et de ses récepteurs par l’Ang II favorise l’activation des voies
inflammatoires NFiB et AP-1. Par conséquent, ces événements sont additionnés à ceux
médiés directement par les voies de signalisation de l’Ang II sur les mécanismes
inflammatoires. De façon chronique, ces évènements favorisent le développement de
troubles cardiovasculaires comme le remodelage vasculaire, l’athérosclérose,
l’hypertrophie ventriculaire, l’insuffisance cardiaque, l’infarctus du myocarde.
Dans les vaisseaux sanguins, l’Ang II favorise la vasoconstriction, la dysfonction
endothéliale, les lésions athérosclérotiques et le remodelage vasculaire. Aussi, l’activation
de plusieurs voies inflammatoires semble être associée à ces conditions. De façon générale,
la réponse inflammatoire peut se dérouler en trois étapes importantes 1) l’augmentation de
la perméabilité vasculaire, 2) l’infiltration de leucocytes et 3) le remodelage vasculaire.
Plusieurs donnéees démontrent que l’Ang II est impliquée dans chacune de ces étapes. En
effet, l’Ang II augmente la PA et favorise la perméabilité vasculaire en endommageant
61
l’endothélium. Aussi, l’Ang II augmente la perméabilité vasculaire via l’activation du
récepteur AT1 tandis que l’activation du récepteur AT2 inhibe ces effets (234). L’Ang II
augmente l’infiltration des leucocytes en stimulant la synthèse de plusieurs protéines
d’adhésion (ICAM-1, PECAM, VCAM-1, sélectines) sur les cellules les CE et les CMLV.
Une augmentation de certains membres de la famille des intégrines Œ (CD11b/CD18) est
aussi observée sur les cellules monocytaires suite à une stimulation à l’Ang 11 (235). Ce
peptide stimule, via le récepteur AT1, la synthèse des selectines E, P et L dans les CE et
favorise ainsi l’adhésion des leucocytes (236). De plus, l’Ang II active la voie de
signalisation NFi’B et augmente la synthèse de VCAM-1 et ICAM-1 (237). De façon
similaire, chez des rats infusés à l’Ang II, l’expression de ces protéines d’adhésion est
augmentée dans les artères mésentériques (123). En plus d’augmenter les niveaux de
cytokines, l’Ang II stimule la synthèse de MCP-l dans les monocytes/macrophages, les CE
et CMLV (23$). Finalement, l’accumulation de cellules et molécules inflammatoires au
niveau vasculaire contribue au développement de la dysfonction endothéliale et au
remodelage vasculaire.
9. Le récepteur AT2
Le récepteur AI2 a été cloné chez l’humain, le rat et la souris. Ce récepteur est
retrouvé de façon ubiquitaire dans les tissus foetaux et suggère, par conséquent, une
importance potentielle dans le développement et la morphogénèse tissulaire. Cependant,
l’expression du récepteur AT2 diminue rapidement après la naissance et chez l’adulte, son
expression est retrouvée majoritairement au niveau de l’utérus, des ovaires, de certains
noyaux cérébraux, du coeur et de la médullosurrénale (125,131). L’unique gène du
récepteur AI2 est localisé sur le chromosome X humain. Chez le rat et la souris,
contrairement au récepteur AT1, aucun indice ne suggère que le récepteur AT2 se divise en
sous types. De plus, malgré une faible homologie (34%) entre le récepteur AI1 et AI2, le
récepteur AT2 est aussi un récepteur à 7 domaines transmembranaires (131). Certaines
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études démontrent que le récepteur AT2 se couple à la protéine G (protéine G inhibitrice)
(239). Complémentairement, certaines études démontrent que dans certaines lignées
cellulaires, le récepteur AT2 active certaines phosphatases et inhibe la croissance cellulaire
ou induit la mort programmée (apoptose) (240). Contrairement au récepteur AT1, le
récepteur AI2 n’est pas intemalisé ni désensibilisé. De plus, ce dernier semble avoir une
activité constitutive et a des effets antagonistes sur l’activité du récepteur AT1 (130). En
effet, le récepteur AT2 inhibe la croissance cellulaire médié par le récepteur AT1 dans
différents types cellulaires incluant les CMLV. Néanmoins, l’importance physiologique de
ce récepteur a été mise en évidence par différentes approches. En effet, l’utilisation de
souris, dont le gène AT2 est invalidé, démontre que la PA ne semble pas varier
significativement par rapport aux souris de type sauvage (241). Cependant, une infusion à
l’Ang II induit une HTA élevée qui est caractérisée par une hypersensibilité à l’Ang II.
Cette hypersensibilité semble être causée par une surexpression du récepteur AI1 dans les
CMLV (242). Une approche pharmacologique a permis d’étudier l’implication du récepteur
AT2 dans l’HTA. Une étude a démontré les effets vasodilatateurs de l’Ang II suite à
l’activation du récepteur AT2. Effectivement, l’Ang II permet d’induire la vasodilatation
d’artères mésentériques où les récepteurs AI1 sont bloqués par le candesartan. De plus, la
vasodilatation induite est inhibée si ces vaisseaux sanguins sont traités avec un antagoniste
du récepteur AT2, le PD123319 (243). À ce jour, aucun ligand pour le récepteur AI2 a été
développé pour des fins cliniques.
9.1 Les voies de signalisation du récepteur AT2
Comme le récepteur AT1, le récepteur AT2 peut lier certaines protéines G (244).
Une fois activé par l’Ang II, le récepteur AT2 permet de lier la protéine G qui, à son tour,
peut activer la phosphatase 2A (une sérine/thréonine phosphatase) ainsi que la phosphatase
phosphotyrosine (245). Dans les CMLV, l’activation de ces voies par le récepteur AT2,
inhibe l’activation des MAPK induite par le récepteur AT1 (246). Par conséquent, ceci
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inhibe les effets activateurs de l’Ang IIJAT1 sur la croissance et la prolifération cellulaire.
Aussi, la stimulation des récepteurs AT2 entraîne l’activation du système NO-GMPc
impliqué dans la relaxation des CMLV lors du processus de vasodilatation (247). Plus
précisément, l’activation du récepteur AT2 inhibe l’activation de la voie AT1/PLDIRhoA et
diminue la contraction des CMLV aortiques de rat (248). Dans le même ordre d’idée, des
études in vivo et in vitro démontrent l’implication du récepteur AT2 dans la vasodilatation
d’artères de résistance de rats SHRSP. Dans ces modèles, l’inhibition de la voie RhoAlRho
kinase par l’activation du récepteur AI2 semble être impliquée (249). Néanmoins, il semble
que l’activation du récepteur AT2, dans les CMLV aortiques de rat, permet d’activer la voie
NFicB via la production intracellulaire de DRO (250). Cela dit, contrairement aux multiples
études sur les fonctions moléculaires et cellulaires du récepteur AT1 dans les
pathophysiologies cardiovasculaires, celles du récepteur AI2 sont encore peu connues.
10. Les activateurs de PPAR
Plusieurs maladies métaboliques sont associées à l’HTA dont le syndrome
métabolique lié à l’adiposité abdominale et le diabète de type 2. Entre autres, plus de 80%
des patients diabétiques de type 2 développent de l’HTA (251). Cela dit, la prise en charge
de ces maladies est devenue un enjeu majeur de santé publique qui a donné lieu au
développement d’un arsenal thérapeutique destiné à lutter contre les anomalies liées au
syndrome métabolique et les maladies cardiovasculaires. Les facteurs de transcription
PPAR constituent une cible thérapeutique importante depuis une décennie dans le
traitement de la résistance à l’insuline associé au diabète de type 2 (252). De plus, ces
facteurs de transcription ont démontré des propriétés bénéfiques au niveau du système
cardiovasculaire.
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Les PPAR, comme plusieurs autres récepteurs nucléaires, possèdent un domaine de liaison
à l’ADN et un domaine d’association aux ligands dans la région carboxyterminale du
récepteur. fi existe trois isotypes des récepteurs PPAR: PPARu, PPAR/t3 et PPAR7 (253).
Une fois activés par leurs ligands, les PPAR forment des hétérodimères avec le récepteur
nucléaire RXR (9-cis retinoic acid receptor) et d’autres co-activateurs/corépresseurs dont
PGC-l, CBP (CREB (Cyclic AIvIP response element bindiizg protein)-binding protein)/p300
et SRC (steroid receptor coactivator)-1 pour en nommer quelques-uns. Les PPAR
modulent la transcription de gènes cibles après s’être fixés sur la séquence spécifique PPRE
(peroxisome proliferator response eÏement) qui est composée de deux séquences consensus
d’hexonucléotides (AGGTCA) séparées par un nucléotide quelconque (253). Cette
séquence est présente dans les régions régulatrices de plusieurs gènes impliqués dans la
régulation du système cardiovasculaire.
10.1 Les PPAR et leurs ligands
Les PPAR sont des facteurs de transcription qui dépendent de ligands spécifiques,
endogènes ou exogènes, pour être activés et s’ associer au domaine PPRE. Cependant, ces
récepteurs n’ont pas une affinité équivalente pour tous les ligands qui peuvent leur être
associés. Certains ligands sont spécifiques pour chacun des récepteurs PPAR et guident
leurs activités dans la transcription génétique (figure I-10).
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Figure I-10 : Les PPAR dans le système cardiovasculaire. (Modifié de référence (254))
10.1.1 Les PPAR et les ligands endogènes
De façon générale, tous les membres de la famille PPAR peuvent être activés par
des eicosanoïdes, des acides gras insaturés et saturés. Pour sa part, le facteur de
transcription PPAR7 lie, avec une affinité de l’ordre du micromolaire, les acides gras
polyinsaturés comme les acides linoléiques, linoléniques, arachidoniques et
eicosapentanoiques pour être activé (255). La conversion de l’acide linoléique en acide 9-
hydroxyoctadécadiènoique (9-HODE) et 1 3-HODE fournit une source additionnelle de
ligand pour ce récepteur nucléaire (256). Aussi, la PGJ2, un dérivé de la PGD2, est un
ligand puissant (Kd = 300nmol/L) de PPARy (253). Les autres isoformes de PPAR
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démontrent aussi une affinité pour la PGJ2 mais elle semble moindre (257). Pour sa part, le
facteur de transcription PPARŒ a une gamme plus importante de ligands endogènes.
Effectivement, ce récepteur s’associe à une variété d’acides gras saturés et insaturés, dont
les acides palmitiques, oléiques, linoléiques, docohexaenoiques (DHA) et arachidoniques
(255). Comme pour PPAWy, PPARa s’associe à ces ligands dans l’ordre du micromolaire.
Plusieurs eicosanoïdes (leucotriènes B4 (LTB4), 8S-HETE) lient et activent PPARŒ de
façon importante (253). Finalement, comme les récepteurs PPARa/’y te récepteur PPAR
peut interagir avec des acides gras saturés et insaturés. Cependant, la sélectivité de PPARI3
pour ces ligands est intermédiaire entre celle de PPARŒ et PPARy. Notamment, les acides
gras polyinsaturés comme l’acide dihomo-y-linolénique, l’EPA et l’acide arachidonique ont
une faible affinité pour PPARI3 (256). Néanmoins, les acides palmitique, stéarique et
l’eicosanoïde $S-HETE sont des ligands plus stables et puissants (253,255).
10.1.2 Les PPAR et ]es ]igands exogènes
En raison du grand nombre de gènes communs régulés par les PPAR, plusieurs
ligands synthétiques spécifiques ont été produits afin de contrôler la régulation
transcriptionnelle de ces derniers. Aussi, ces agents ont démontré plusieurs effets
bénéfiques sur le système cardiovasculaire en diminuant plusieurs facteurs de risques (253).
Les TZD comme la rosiglitazone, la pioglitazone, la troglitazone sont quelques membres de
la famille des glitazones, des agents synthétiques qui activent spécifiquement le récepteur
PPAR7. Ces agonistes sont principalement employés pour le traitement de la résistance à
l’insuline observé chez les patients diabétiques de type 2. La rosiglitazone est l’agoniste de
PPARy qui a la plus haute affinité (Kd approximatif de 40 nmolIL) pour ce dernier (255).
Les autres glitazones ont une affinité beaucoup plus faible pour PPARy. Par conséquent,
ces observations ont permis d’établir une corrélation entre la liaison des TZD à PPARy et
les effets agonistes induits. Aussi, le GW2570, un agoniste non-TZD de PPARy, est un
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puissant activateur et a des propriétés antidiabétiques chez l’humain (258). Pour ajouter à
cette liste de ligands, plusieurs drogues non stéroïdiennes anti-inflammatoires dont
l’indométhacine, le fénoprofène et l’ibuprofène activent les récepteurs PPAWy et PPARŒ
(259). Les ligands synthétiques hypolipémiants de PPARŒ comme les fibrates, sont des
acides carboxyliques amphipatiques qui sont utilisés dans le traitement de
l’hypertriglycéridémie. Le clofibrate et le fénofibrate, deux membres de la famille des
fibrates, ont une sélectivité dix fois plus élevée pour PPARŒ comparativement à PPARy
(255). Cependant, le benzafibrate est un agoniste qui peut activer les trois isoformes de
PPAR. Chez l’humain, les fibrates doivent être utilisés à hautes doses (300-1200 mg/jour)
pour avoir des effets bénéfiques sur la diminution des lipides (255). Finalement, un puissant
agoniste, le L-165041, a une sélectivité 30 fois supérieure pour PPARI3 comparativement à
PPAR’y et aucune pour le récepteur PPARŒ (255). Chez les rongeurs, cet agent augmente
les niveaux de cholestérol HDL.
10.2 PPARŒ et le système cardiovascu]aire
L’isoforme PPARx est exprimée de façon prédominante dans les tissus ayant des
niveaux élevés de catabolisme des acides gras tels : le foie, le coeur, les reins et les muscles
squelettiques (255). En effet, l’expression de PPARa est en étroite corrélation avec le degré
d’activité de f3-oxydation mitochondriale et peroxysomale (253). PPARŒ est aussi exprimé
dans les cellules vasculaires comme les CE, les CMLV et les monocytes/macrophages. La
majorité des études faites sur le récepteur PPARŒ démontre l’implication de ses agonistes
dans l’incorporation cellulaire et la régulation de la f3-oxydation des acides gras. Entre
autres, ces agonistes augmentent l’expression des protéines transporteurs d’acides gras et de
la translocase d’acide gras (FAT fatty acid transiocase) (260). Aussi, les fibrates
favorisent la synthèse du cytochrome (CY) P450 de classe 4A qui est une enzyme qui
catalyse l’hydroxylation-w des acides gras (261). Ce mécanisme favorise la diminution du
68
niveau des triglycérides. Dans le coeur, PPARŒ permet de fournir de l’énergie au myocarde
en régulant plusieurs gènes impliqués dans l’incorporation et l’oxydation des acides gras
(262). De plus, l’activation de PPARŒ augmente l’expression de l’apolipoprotéine (Apo)
Al. L’ApoAl est l’apolipoprotéine principale associée au cholestérol HDL et joue un rôle
crucial dans le transport inverse du cholestérol des cellules périphériques (263). Dans un
autre ordre d’idées, les agonistes de PPARu provoquent des effets anti-inflammatoires dans
les vaisseaux sanguins. Effectivement, l’activation de PPARŒ inhibe l’expression de
cytoldnes et de molécules d’adhésion, et augmente l’expression de la NOS endothéliale. De
façon générale, les activateurs de PPARŒ, comme le fénofibrate et le gemfibrozil, réduisent
les concentrations plasmatiques de TNFa, d’interféron (WN)-y, d’interleukïne (JL)-6, d’IL-
2 et d’IL-1f3 (257). Ces effets bénéfiques semblent être reliés à l’inhibition des facteurs de
transcription NFB et AP-1 (264,265). Dans les CE, l’activation de PPARŒ diminue
l’expression de MCP-l, VCAM-l, ICAM-1 et COX-2 associée à l’activité
transcriptionnelle de NFiB et AP-l, tandis que dans les CMLV, l’activation de PPARŒ
inhibe les effets activateurs de l’Ang II sur la synthèse de COX-2 (257,266). Chez des rats
infusés à l’Ang II, le traitement au DHA prévient l’HTA et le remodelage vasculaire. Ceci
est associé à une diminution de l’activité de la NAD(P)H oxydase et de l’expression des
protéines VCAM-l et ICAM-1 (267). Aussi, chez des rats infusés à l’Ang II, le fénofibrate
diminue les effets inflammatoires et le remodelage cardiaque induit par l’Ang II.
L’activation de PPARŒ dans le coeur de ces rongeurs diminue l’expression de VCAM-1,
TCAM-l, PECAM, ED-l et NFicB induite par l’Ang 11(230). De plus, le traitement au
fénofibrate diminue, dans ce modèle, l’expression du récepteur AT1 et augmente
l’expression du récepteur AT2.
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10.3 PPARfI/6 et le système cardiovasculaire
Le facteur de transcription PPARf3/ est retrouvé de façon ubiquitaire, mais est
majoritairement exprimé dans le cerveau, le tissu adipeux, la peau et le coeur (255). Comme
pour les isoformes PPARŒ et ‘y, l’activation de PPARJ3 réduit les niveaux de triglycérides et
de LDL petite et dense tout en augmentant le cholestérol HDL. Le traitement de souris
obèses avec des agonistes de PPARI3 diminue l’obésité et la résistance à l’insuline via les
mécanismes d’oxydation des acides gras dans les muscles squelettiques (26$). Aussi,
l’activation de PPARf3 dans les cardiomyocytes de rats régule le métabolisme des lipides
cardiaques (269). Ces données suggèrent ainsi un rôle potentiel pour PPARf3 dans le
système cardiovasculaire. Cela dit, malgré le fait que les recherches sur PPARI3 n’ont pas
progressé au-delà de l’étape préclinique, ces données suggèrent que PPARI3 pourrait être
une cible thérapeutique dans le traitement de l’obésité et de la résistance à l’insuline. De
plus, malgré le fait que les rôles précis de PPARf3 dans les mécanismes inflammatoires sont
peu connus, celui-ci semble avoir certains effets anti-inflammatoires dans les macrophages
(270). Entre autres, l’expression des protéines MCP-1, MCP-3 et NFicB est diminuée suite
à l’activation de PPAR dans ces cellules (270). Dans les CE, PPAR diminue l’expression
des protéines MCP-l et VCAM-1 en inhibant NFicE (271).
10.4 PPAR’y et le système cardiovasculaire
Le récepteur PPARy a trois isoformes (PPARy1, ‘y et ‘y3). Les ARNm de PPARy1 et
PPAR’y3 sont retrouvés dans la plupart des tissus dont le tissu adipeux, le gros intestin, les
vaisseaux sanguins et les cellules de la lignée monocytaire. PPAR’y2 est cependant retrouvé
principalement dans les adipocytes et favorise l’absorption des lipides et la différentiation
adipocytaire (272-274). En plus de ces effets sur la différentiation adipocytaire, PPAR’y est
impliqué dans la régulation de plusieurs gènes des voies métaboliques de l’insuline ainsi
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que plusieurs médiateurs anti-inflammatoires (253). Les agonistes des PPARy induisent, en
plus de leur action sur le métabolisme glucidique (augmentation de la sensibilité à
l’insuline et diminution de l’hyperglycémie), des effets bénéfiques sur le métabolisme
lipidique (275). Favorablement, les TZD diminuent les niveaux de LDL petite et dense,
augmentent le taux de cholestérol HDL et diminuent les concentrations d’acides gras et de
triglycérides (275). Défavorablement, l’activation des PPAR7 peut cependant provoquer
une augmentation des concentrations de cholestérol total et LDL chez certains patients
(275). Toutefois, la pioglitazone, comparativement à la rosiglitazone, semble être favorable
à la diminution de la concentration et de la grosseur des particules de LDL (276). Les TZD
démontrent aussi des effets bénéfiques sur plusieurs autres facteurs et marqueurs de risque
cardiovasculaire. Effectivement, l’activation des PPAR7 est associée à une diminution de la
PA, une amélioration de la fonction endothéliale et une diminution de l’activateur du
plasminogène (PAl-1) et de la microalbuminurie (123,272). De façon générale, le
traitement aux TZD diminue l’inflammation, l’expression de molécules d’adhésion, la
synthèse de cytokines, la migration cellulaire et la croissance cellulaire dans les vaisseaux
sanguins (123,277). Ces réponses sont particulièrement fréquentes dans les artères où des
plaques athéromateuses se développent. En effet, l’activation de PPARy inhibe la migration
et la prolifération des CMLV dans les lésions athérosclérotiques (277). De plus, ces agents
diminuent la progression et l’épaisseur de l’intimalmédia qui est souvent retrouvée chez les
patients qui développent de l’athérosclérose (278). Aussi, les TZD augmentent l’expression
de PPARy dans les macrophages et inhibent l’expression de la NOS inductible et de la
MMP-9. L’inhibition des facteurs de transcription NFiB et AP-l par PPARy semble être en
partie responsable de ces évènements. Dans l’HTA, l’activation des PPARy atténue les
effets activateurs, vasomoteurs et inflammatoires de l’Ang II. Chez les rats infusés à l’Ang
II, les TZD (pioglitazone et rosiglitazone) préviennent l’augmentation de la PA, le
remodelage d’artères de résistances et la dysfonction endothéliale (123). Dans ce modèle,
I’Ang II augmente l’expression du récepteur AT1, de protéines du cycle cellulaire, de
protéines d’adhésion (VCAM-1 et PECAM) ainsi que la synthèse d’ADN. Ces effets
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activateurs sont inhibés par un cotraitement aux TZD (123). Dans les CE, une stimulation
avec des TZD ou la 15d-PGJ2 augmente la production de NO favorable à la vasodilatation
sans affecter l’expression de la NOS endothéliale. Ceci est associé à une diminution de
l’expression de l’ARNm et des protéines des sous-unités nox-1, 9yphox (nox-2) et nox-4
qui composent la NAD(P)H oxydase (279). Aussi, chez le rat DOCA, la rosiglitazone
prévient 1’HTA induite par le sel ainsi que le remodelage vasculaire. La rosiglitazone, mais
pas le fénofibrate, prévient la dysfonction endothéliale. Cependant, ces deux agents
diminuent le niveaux de DRO vasculaire (280). Dans les cardiomyocytes, l’Ang li
augmente la synthèse protéique et favorise l’hypertrophie cellulaire. Le traitement avec des
TZD prévient les effets hypertrophiants de l’Ang TI. Toutefois, certaines évidences
démontrent que le traitement avec des activateurs de PPARy peut aggraver l’insuffisance
cardiaque. Cela dit, ces effets pourraient être la conséquence d’une rétention de liquides
occasionnée par les effets insulinomimétiques de ces actïvateurs plutôt que des effets
inotropes négatifs directs sur le muscle cardiaque (281). Certaines données démontrent
l’effet protecteur de TZD sur la synthèse de MEC induite par l’Ang II dans les fibroblastes
cardiaques. Effectivement, l’activation de PPARy dans des fibroblastes cardiaques en
cultures permet de diminuer significativement, chez ces derniers, les effets stimulateurs de
l’Ang II sur la synthèse de collagène de type I et de la MMP-1 (282). Finalement, des
études faites chez l’humain montrent qu’une mutation dans le gène du récepteur PPARy
provoque des maladies vasculaires qui sont associées à la résistance à l’insuline, au diabète,
à l’HTA (283).
De façon générale, les PPAR jouent un rôle important dans le système cardiovasculaire en
régulant l’inflammation et le remodelage vasculaire et cardiaque. L’utilisation d’agonïstes
spécifiques pour les PPAR a permis de démontrer l’implication de ces récepteurs dans la
régulation de plusieurs gènes retrouvés dans le système cardiovasculaire. Cependant,
l’utilisation d’agonistes combinés (PPARŒ/7) pourrait permettre un contrôle plus adéquat
dans le traitement des dyslipidémies, diabète et maladies cardiovasculaires associées.
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10.5 Les agonistes multi-activateurs des PPAR
L’utilisation d’agonistes multi-activateurs de PPARŒ et PPAWy dans le traitement
de plusieurs maladies chroniques est présentement sous évaluation. Les connaissances
actuelles sur leurs homologies structurales et leurs effets complémentaires sur
l’homéostasie énergétique en font une cible de choix. Ces observations ont encouragé la
synthèse d’agonistes qui peuvent activer les récepteurs PPARŒ/y et permettent des effets
pharmacologiques bénéfiques, supérieurs à ceux obtenus par l’activation d’un seul
récepteur. Effectivement, malgré le fait que les activateurs de PPARy diminuent de façon
importante l’hyperglycémie chez les patients diabétiques de type 2, la rosiglitazone ne
fournit pas d’effet important sur le niveau de lipides circulants. La pioglitazone, pour sa
part, est associée à une amélioration modeste des niveaux lipidiques circulants.
Distinctement, les agonistes de PPARŒ comme les fibrates permettent d’améliorer
nettement les niveaux lipidiques circulants en diminuant les triglycérides et les LDL ainsi
qu’en augmentant le niveau de HDL. Cependant, ces agents n’améliorent pas
significativement l’hyperglycémie. Par conséquent, des agonistes combinatoires ne sont pas
uniquement utiles conmie agents thérapeutiques potentiels, mais permettent aussi d’enrichir
les connaissances moléculaires actuelles des PPAR. Plusieurs groupes de recherche ont
élaboré la synthèse d’agonistes combinatoires efficaces comme le ragaglitazar, le
tesaglitazar, l’acide chromane-2-carboxylique et le MCC-555. Ces agents sont efficaces par
leurs propriétés antihyperglycémiantes, antihyperlipidémiantes et anti-inflammatoires
(284). Dans une étude clinique en phase II, la ragaglitazar a diminué le glucose
plasmatique, l’hémoglobine Aic, les triglycérides, les acides gras libres et le niveau total de
cholestérol chez des sujets diabétiques de type 2 (285,286). Cependant, cet agoniste de
PPARcx et PPAR’y, a des effets carcinogènes chez les rongeurs (284). Cet effet est
probablement dfi à la surexpression du récepteur PPARa dans ces modèles expérimentaux.
Par conséquent, ces résultats ne sont probablement pas représentatifs des effets de cet agent
chez l’humain. Pour sa part, l’activateur MCC-555 qui est un activateur de PPARŒ/f3 et y
73
diminue l’activité du facteur nucléaire NFicB et l’expression des gènes et protéines de
différents marqueurs inflammatoires comme VCAM- 1 et le TNfŒ dans les CE humaine
(286). Néanmoins, ce type d’agoniste n’est pas encore utilisé dans les études cliniques. Le
tesaglitazar est un autre puissant activateur de PPARŒ/’y qui est présentement en phase III
clinique qui démontre des effets bénéfiques chez les rongeurs diabétiques et
dyslipidémiques (287). Cela dit, certaines données cliniques démontrent des effets néfastes
du muraglitazar, un autre agoniste PPARU/7, sur les évènements cardiovasculaires des
patients diabétiques de type 2. Effectivement, comparativement aux groupes placebo et
traités à la pioglitazone, le groupe traité avec le muraglitazar a une prévalence plus élevée à
l’infarctus du myocarde, aux embolies et à l’insuffisance cardiaque. Aussi, le taux de
mortalité dans ce dernier groupe est plus élevé comparativement aux autres groupes (288).
Cela dit, malgré ces données cliniques peu encourageantes, la mise au point d’agonistes
combinés des PPAR est une approche intéressante et prometteuse qui nécessite d’être
approfondie.
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ii. Les objectifs de cette thèse
L’HTA est associée à plusieurs complications physiologiques comme le diabète de
type 2. Chez les patients hypertendus, différents évènements cardiovasculaires ont été
rapportés. Entre autres, une augmentation du remodelage vasculaire est observée chez ces
derniers et favorise la progression de l’HTA. Le tout a pour conséquence d’augmenter les
événements cardiovasculaires comme le remodelage et la dysfonction cardiaque,
l’insuffisance cardiaque et rénale, l’infarctus du myocarde ainsi que l’insuffisance rénale.
L’Ang II est le plus important peptide du SRAA et joue un rôle majeur dans la croissance
des CMLV et dans la progression du remodelage vasculaire observé dans l’HTA.
Cependant, la majorité des données concernant les voies de signalisation de l’Ang II ont été
obtenues à partir d’études faites sur les vaisseaux de conductance. Plusieurs études
démontrent l’importance des vaisseaux de résistance dans la progression de l’HTA. Aussi,
il a été démontré que les TZD, des agents qui augmentent la sensibilité à l’insuline et qui
activent le facteur de transcription PPARy permettent de diminuer certains effets de l’Ang
II. Par conséquent, mes études ont été dédiées aux effets inhibiteurs d’ activateurs de PPARy
sur les voies de signalisation de l’Ang II qui sont impliquées dans la croissance des CMLV.
Ces études, in vivo et in vitro, nous aideront à comprendre davantage les bénéfices
d’activateurs de PPAR7 sur les mécanismes moléculaires de l’Ang II dans la
physiopathologie de l’HTA. Par conséquent, l’hypothèse principale de cette thèse est que
des agonistes de PPARy inhibent différentes voies de signalisation de l’Ang ii, in vitro et in
vivo, ainsi que l’inflammation cardiaque retrouvée dans un modèle de rat spontanément
hypertendu.
Les objectifs de la première étude (chapitre II, article 1):
1. Déterminer, in vitro, les effets d’activateurs endogènes et exogènes de PPARy sur la
croissance cellulaire induite par l’Ang II.
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2. Déterminer, in vitro, si l’Ang II affecte les voies de signalisation PI3K et MAPK
dans des CMLV dérivées d’artères de résistances et quels sont les effets d’agonistes
de PPAR7 sur ces dernières.
Les objectifs de la deuxième étude (chapitre III, article 2):
1. Déterminer, in vivo, les effets activateurs de l’Ang II sur les voies des MAPK et
PI3K dans différents lits vasculaires de rats infusés à l’Ang fi.
2. Déterminer les effets de la rosiglitazone sur les voies de signalisation de l’Ang II
dans différents lits vasculaires de rats infusés à l’Ang II.
Les objectifs de la troisième étude (chapitre W, article 3):
1. Évaluer à long terme les effets anti-inflammatoires de la pioglitazone dans le coeur
de rats génétiquement hypertendus.
2. Évaluer à long terme les effets de la pioglitazone sur le remodelage et la fonction
cardiaque de rats génétiquement hypertendus.
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CHAPITRE II: Article 1
Contribution personnelle dans cette étude:
• L’isolement et la culture des CMLV
• L’extraction et le dosage des protéines tissulaires
• La mise au point des expériences de cette étude
• La rédaction de l’article
• Les réponses aux commentaires des arbitres qui ont évalué cet article
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The present study evatuated the effects of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
(PPAR)-y activators on ANG II-induced signaling pathways and ce!! growth. Vascular
smooth muscle ceils (VSMC) derived from rat mesenteric arteries were treated with ANG
II, withlwithoutthe AT1 receptor blocker valsartan or the AT2 receptor blockerPD-123319,
after pretreatment for 24 h with the PPAR-y activators 15-deoxy-A12”4-prostaglandin J2
(15dPGJ2) or rosiglitazone. Both 15d-PGJ2 and rosiglitazone decreased ANG IT-induced
DNA synthesis. Rosiglitazone treatment increased nuclear PPAR-’y expression and activity
in VSMC. However, rosiglitazone did flot alter expression of PPAR-Œ/t3, ERK 1/2, Akt, or
ANG II receptors. 15d-PGJ2 and rosiglitazone decreased ERK 1/2 and Akt peak activity,
both of which were induced by ANG II via the AT1 receptor. Rosiglitazone inhibited ANG
II-enhanced phosphorylation of eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1),
as well as Src homology (SH) 2-containing inositol phosphatase 2 (SHW2). PPAR-y
activation reduced ANG II-induced growth associated with inhibition ofERK 1/2, Mct, 4E-
BP1, and SHW2. Modulation of these pathways by PPAR-y activators may contribute to
regression of vascular remodeling in hypertension.
Introduction
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) are transcription factors of the
nuclear hormone receptor family that bind to the PPAR-response element (PPRE) (39).
Three isoforms, encoded by separate genes, have been demonstrated. PPAR-Œ is
predominantly expressed in tissues exhibiting high fatty acid catabolism such as liver, heart,
kidney, and ske!etal muscle, whereas PPAR-’y is most abundantly expressed in adipose
tissue, large intestine, and cells of the monocyte lineage. PPAR-y is implicated in adipocyte
differentiation, cellular energy homeostasis and regulation of genes that affect insulin
activity (1,22,29,39). PPAR-f3/, which is expressed ubiquitously, is involved in fatty acid
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oxidation (13). PPARs are activated by natural ligands sucli as fatty acids and eicosanoids.
The lipid-lowering fibrates and the insulin-sensitizing thiazolidinediones (TZDs) or
glitazones are synthetic ligands for PPAR-Œ and PPAR-y, respectively. The role of PPARs
in gene regulation has been studied primarily in liver and adipose tissue, and they have been
implicated in metabolic diseases such as obesity, diabetes, and atherosclerosis (35).
However, PPAR-yis also present in vascular smooth muscle celis (VSMCs), but its function
in resistance arteries, which are important in blood pressure (BP) elevation in hypertension,
remains to be elucidated (7,29,34).
Vascular remodeling, which is the pathophysiological adaptation of the vascular wall in
hypertension, involves several processes including VSMC growth, apoptosïs, and collagen
deposition. ANG II plays a detrimental role in the pathogenesis of hypertension through
VSMC growth by activation of ANG II type 1 (AT1) receptors (9,36). The AT1 receptor
activates pliosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and MAPK pathways, both of which are
involved in growth-promoting processes (23,37). We have shown that both PPAR-Œ and
PPAR-y are expressed at signfficantly greater levels in blood vessels of spontaneously
hypertensive rats than of normotensive Wistar-Kyoto rats, suggesting PPARs may
contribute to regulation of different genes of the vasculature in hypertension (7,20). In
addition to the known inhibitory effects of TZDs on insulin-induced VSMC proliferation in
vitro (14), we previously showed that TZDs have antihypertensive effects in ANG II
induced hypertension by exerting direct effects on the vascular wall, independent of their
role on lipid metabolism (6).
In VSMCs, insulin exerts a mitogenic effect mediated through the MAPK pathway. Insulin
mediated signaling pathways may 5e inhibited by ANG II in VSMCs (31), mainly
occurring through two signaling mechanisms. The PI3K pathway mediates insulin-sensitive
metabolic processes, including stimulation of glucose transport and activation of the p70 S6
kinase, Akt/protein kinase B, and eukaryotic initiation factor (eW) 4E-binding protein 1
(4E-BP1), thus subsequently stimulating glycogen and protein synthesis (21). Moreover,
tyrosine-phosphorylated Src homology (SH) 2-containing inositol phosphatase 2 (SHW2)
$0
has been demonstrated to regulate PI3K/Akt sïgnaling pathway by altering PI3K enzymatic
product and play an important role in insulin resistance (27). The second mechanism is the
MAPK pathway that mediates insulin growth-promoting effects. It bas been shown that
TZDs troglitazone and pioglitazone decreased BP in insulin-resistant rats and in type 2
diabetic patients (19,24). Furthermore, rosiglitazone, another TZD, enhanced the ability of
insulïn to transport glucose into skeÏetal muscle, thus lowering circulating insulin levels
(26). However, the mechanisms by which PPAR-y activators affect ANG II signaling
pathways remain unclear. Thus we hypothesized that PPAR-y activators inhibit ANG fi
induced celi growth by interfering with the PI3KJAkt signaling pathways in VSMCs from
resistance arteries. We questioned whether this occurs through inhibition of SHW2 activity,
which would reduce the bioactive phospholipids produced by PI3K that stimulate Akt, or
whether it resuits from inhibition of 4E-BP1, which would have an effect further
downstream to inhibit protein synthesis and ccli growth.
Methods
Ceil culture
VSMCs were obtained from mesenteric arteries of male Sprague-Dawiey rats (Charles
River, St. Constant, Quebec, Canada) as previously described (10). Ceils from passages 3—
6 were grown in DMEM with 10% calf serum (Invitrogen, Grand Island, NY). Ail
chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO) unless otherwise indicated.
[3H]thymidine and [3HJleucine incorporation and celi proliferation
Subconfluent celis (85—90%) were serum deprived for 24 h before experiments to render
them quiescent. DNA and protein synthesis, markers of hyperpÏasia and hypertrophy,
respectively, were evaluated by [3HJthymidine and [3H]leucine incorporation as previousiy
described (36), while celi proliferation was determined with light microscopy. Briefly, celis
were stimuiated for 24 h with ANG II (i0 molli, Peptide International, Louisville, KY)
without or with increasing concentrations of rosigiltazone (10—10 molli, Cayman
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Chemical, Ann Arbor, MI) or the putative endogenous PPAR-y activator 1 5d-PGJ2 (1 0_8_
i0 molli, Cayman Chemical). Celis exposed to {3H]thymidine or [3H]leucine were then
incubated with trichioroacetic acid (0.75 molli, 45 mm) and then with NaOH (1 molli, 1 h at
37°C) and were analyzed by iiquid scintillation counting.
Electrophoretic mobility shift assay
Quiescent celis were stimulated with rosiglitazone ti- molli) for 24 h, and nuclear extract
was obtained by using Pierce NE-PER kit (Rockford, IL). Protein concentration was
determined with Bio-Rad D kit (BioRad Laboratories, Hercules, CA). VSMC PPAR-7
activity was detected using the Nushift kit (Active Motif, Carlsbad, CA). Wild-type
oÏigonucieotïdes 5’-GGAACTAGGTCAAAGGTCATCCCCT-3’ and mutant
oligonucleotides 5’-GGAACTAGAACAAAGAACATCCCCT-3’ were used in a
competition assay. Supershift was performed using PPAR-7 antibody from Active Motif.
Western blot analysis
Ceils, prestimulated with or without rosiglitazone (10v mol/i) or 15d-PGJ2 (5 x 1OE molli)
for 24 h, were stimulated for various times with or without ANG 11(10 mol/i) in the
presence/absence of valsartan (10-s mol/i, gift from Norvatis) or PD-1233 19 (Ï0 mol/i,
Tocris, Ellisville, MO). After stimulation, lysis buffer [1 mmoi/l NaF, 5 mmol/i, NaC1, 1
mmolll EDTA, 1 mmol/1 NP4O (Roche Diagnostics, Jndianapolis, IN), 10 mmol/l HEPES, 1
tg/m1 pepstatin A, Ï cg/mI leupeptin, 1 tg/mm aprotinin, 1 mmol/i sodium orthovanadate, 1
mmol/i PMSF] was added to ceils, and total protein was extracted as previously described
(36). Samples were analyzed by Western blotting using specific antibodies: PPAR-y (Santa
Cruz Biotechnoiogy, Santa Cruz, CA) or phospho- and non-phospho-specific Akt, 4E-BP1,
and ERK 1/2 (Ceil Signaling, Beverly, MA). Band intensity was measured by the
ImageQuant 5.0 software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
82
Immunoprecipitation.
Stimulated ceils were lysed, and 500 tg of total protein extract were immunoprecipitated
with SHIP2 (UpState, Lake Placid, NY) antibody and then incubated with protein G Plus
Agarose (Calbiochem, Mississauga, Canada). Thereafter, Western blotting was carried out
as mentioned above, and membranes were incubated with the anti-phosphotyrosine (PY2O,
BD Transduction Laboratories, Mississauga, Canada) antibody for activity measurement
and then stripped and reblotted with SHW2 antibody for protein expression. For SHW2
experiments, unstimulated Jurkat celi lysate was used as a positive control (UpState).
Data ana]ysis
Values are shown as means ± SE. Differences between mean values were evaluated as
appropriate by Student’s t-test or by one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s post
hoc test. P < 0.05 was considered significant.
Resuits
Celi growth
ANG II induced a fourfold increase in [3HJthymidine DNA incorporation, which was
significantly decreased (P < 0.001) by 24 h treatment with 15d-PGJ2 (5 tmol/1) or
rosiglitazone (10 tmo1/1) (Fig. 1, A and B). Similarly, ANG II induced a significant increase
in {3HJleucine incorporation (P < 0.0 1), whereas neither 15d-PGJ2 nor rosiglitazone alone
had any effects on both thymidine and leucine incorporations. Twenty-four-hour treatment
with 15d-PGJ2 (5 .imo1Jl) or rosiglitazone (10 imo1/l) significantly decreased ANG II
induced [3H]leucine incorporation (P < 0.001) and (P < 0.05), respectively (Fig. 1, C and
D). Accordingly, ANG II-induced increase in ceil number was prevented by pretreatment
with rosiglitazone and 15d-PGJ2, respectively (Fig. lE).
$3
Effect of rosiglitazone on PPAR-y expression and activation
Rosiglitazone treatment for 24 h significantly increased PPAR-71 nuclear expression but
had no effect on PPAR-y2 (Fig. 2A). As assessed by electrophoretic mobility shift assay,
rosiglitazone induced a twofold increase in PPAR-y binding (Fig. 23).
Effects of PPAR-’y activators on ANG II receptors and signaling
ANG II induced a time-dependent tyrosine/threonine phosphorylation of ERK 1/2, whicli
was reduced, at 5 mm, by 55% by 15d-PGJ2 and by 59% by rosiglitazone (Fig. 3A),
whereas neïther agent affected ERK 1/2 expression. These resuits demonstrate that 15d-
PGJ2 treatment inhibits ANG II-induced ERK 1/2 phosphorylation more rapidly (2.5 mm)
than rosiglitazone treatment (5 mm). Similarly to ERK 1/2, Akt serine phosphorylation
induced by ANG II was partially inhibited by rosiglitazone and 15d-PGJ2 (71% and 58%,
respectively) while Akt expression remained unaltered compared with controls (Fig. 33).
ANG II significantly increased 4E-BP1 phosphorylation, which was significantly inhibited
by rosiglitazone (P < 0.01, Fig. 4A). Long-term treatment with ANG 11 (24 h) also
significantly increased 4E-BP1 activity. 4E-BPÏ was completely inhibited with
rosiglitazone cotreatment (F < 0.00 1, Fig. 43), while rosiglitazone alone did flot
significantly alter 4E-BP1 serine phosphorylation. VSMC AT1 or AT2 expression was
unaltered by 24 h rosiglitazone treatment (data flot shown). The AT1 antagonist valsartan
significantly (P <0.001) inhibited ANG ll-induced ERK 1/2 and Akt phosphorylation, by
88% and 62%, respectively, whereas the AT2 antagonist PD-123319 had no effect (Fig. 5).
Rosiglïtazone did flot have any additional effect on AT1 or AT2 blockade, suggesting that its
inhibitory effects on ANG II stimulatory events were downstream of the AT1 receptor (Fig.
5). Stimulation with ANG II significantly increased SHW2 activity (P < 0.01), which was
inhibited by rosiglitazone (P < 0.00 1) (Fig. 6). Rosiglitazone alone decreased SHIP2




ANG II mediates its growth-promoting effects through different signaling patliways (36). In
the present study we targeted two of these signaling pathways, MAPK and PI3K. Specific
inhibitors of PI3K and MEK inhibited ANG II-induced DNA incorporation in VSMCs
derived from mesenteric resistance vessels (data flot shown). Similar effects were
previously observed in aortic VSMCs from normotensive and hypertensive rats and on
human resistance and conduit vessels (10,12,36,40). In this study, a putative endogenous
(1 5d-PGJ2) and an exogenous PPAR-y activator (rosiglitazone) significantly reduced ANG
II effects on DNA and protein synthesis, and ceil proÏiferation. PPAR-y activation
negatively modulated ANG II stimulatory effects on PI3KIAkt signaling pathways through
inhibition of SHW2 activity. Furthermore, these events were associated with inhibition of
the transiational modulator 4E-BP1, resulting in reduced ceil growth.
Law et al. (20) demonstrated nuclear PPAR-yl and PPAR-y2 expression in rat and human
aortïc VSMC and that PPAR-1 expression was greater than PPAR-y2 in nonadipose
tissues, sucli as VSMCs. In the present study, nuclear PPAR-71 expression increased under
rosiglitazone, whereas the PPAR-y2 expression was unaltered, while the active form of
PPAR-y in the nucleus of VSMCs afier rosiglitazone treatment was increased. The
specificity of the interaction of PPAR-y with its PPRE was confirmed by supershift, mutant
competition, and cold competition assays. VSMC PPAR-Œ and PPAR-13 expression and
nuclear binding to the PPRE domain was unaltered by rosiglitazone treatment (data not
shown), demonstrating that rosiglitazone acts as a specific PPAR-y activator, as also
demonstrated elsewhere (5).
Growth factor-mediated activation of PI3K leads to the generation of phosphatidylinositol
3 ,4-bisphosphate {PI(3 ,4)P2] and phosphatidylinositol 3 ,4,5-trisphosphate [PI(3 ,4,5)P3],
which recruits inactive Akt from the cytosol to the plasma membrane via pleckstrin
homology domain binding. Akt is then sequentially phosphorylated at Thr308 and Ser473
by 3-phosphoinositide-dependent kinase-1 and -2, respectively, which activate the kinase
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(3,25,33). Actïvated Akt is proposed to regulate many downstream proteins such as insulin
receptor substrate 1, the mammalian target of rapamycin (mTOR) and 4E-BP 1. Akt is also
implicated in ceil metabolism, survival, and growth and thus could potentially play a crucial
role in vascular remodeling. Dugourd et aÏ. (8) demonstrated that ANG II-induced
proliferation was mediated by activation of PT3K and its downstream protein Akt in rat
aortic VSMC. Similarly, we demonstrated that ANG II induced Akt activation without
change in protein expression in mesenteric VSMC, which was significantly inhibited by 24-
h treatment with 15d-PGJ2 or rosiglitazone.
4E-BPY is an important translation and ce!! growth regulator. In the nonphosphorylated
form, it binds and segregates eW4E, the mRNA 5’ cap-binding protein, which plays a role
in the recruitment of ribosomal subunits and other complexes to initiate proteins synthesis
(21). Insulin and ANG II (via the AT1 receptor) induce activation of the PI3KIAktImTOR
pathway and phosphorylate 4E-BP1, which, in turn, dissociates from eW4E (2, 16). Here
we demonstrate for the first time that rosiglitazone inhibits acute stimulatory effects on 4E-
BP1 in VSMCs from resistance arteries, thus blocking translation initiation. Furthermore,
24-h ANG II treatment maintains 4E-BP 1 activation and transiational activity in VSMC
that was ïnhibited by PPAR-y activator. These data suggest important antihypertrophic
effects of rosiglitazone by altering protein synthesis through 4E-BP1, which correlate with
the reduced Akt activity, thus demonstrating an important pathway by which PPAR-y
activator may reduce ANG II-induced celi growth effects.
The AT1 receptor can actïvate many signaling pathways in different ce!! types, including
MAPK. Once ERK 1/2 are activated, they translocate into the nucleus where they regulate
several transcription factors involved in cel!ular growth and differentiation (30). In conduit
vessels, the PPAR-’y activator troglitazone reduced ANG II-induced ERK 1/2 activation
(12,15). In the present study we found that PPAR-y activation exerted similar effects on
VSMCs derived from resistance arteries. Although 15d-PGJ2 treatment inhibited ANG II
induced ERK 1/2 tyrosine/threonine phosphorylation more rapidly than rosiglitazone
treatment, both these agonists b!ocked celi growth. Furthermore, it is possible that 15d-
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PGJ2 interferes with other signaling pathways that are linked to ERK 1/2 activation, thus
causing a more rapid alteration in ANG II stimulatory effects.
Most of the known functional effects of ANG II on VSMCs are mediated by AT1 receptors
(9,36). Takeda et al. (34) showed a significant decrease of AT1 mRNA after 6 h treatment
with PPAR-y activators troglitazone and pioglitazone, with retum to basal leveÏs after 12—24
h in VSMCs (34). In resistance artery VSMCs, the present study sliowed that 24 h
rosiglitazone treatment had no effect on ANG II receptor expression, whereas AT1-
dependent MAPK and PI3KIAkt/4E-BPY activation were downregulated. ANG II-activated
signaling molecules are regulated by various kinases and phosphatases. We demonstrated
for the first time that the lipid phosphatase SHIP2 is activated by ANG II. Activation of
SHW2 hydrolyzes the PI3K product PI(3,4,5)P3 to PI(3,4)P2, which is the main lipid
necessary for Akt activation and recruitment to the ceil membrane (11,18,28). Here we
show that ANG II stimulation significantly increased SHW2 phosphorylation, an effect that
was prevented by rosiglitazone. Furthermore, rosiglitazone alone significantly reduced
SHW2 activity, suggesting an ANG Il-independent inhibitory effect. This raises the
possibility that rosiglitazone may interfere directly with SHW2 activity. However, it is
noteworthy that 10 jxmolll rosiglitazone alone did not decrease ceil growth, even if SHW2
activity was reduced. It lias been demonstrated that crosstalk between ANG II and insulin
inhibits signaling pathways, leading to insulin resistance and vascular pathologies sucli as
atherosclerosis (4,32,38). Furtliermore, Hori et ai. (17) demonstrated that SHW2 expression
was increased in insulin-resistant diabetic db/db mice compared witli controls. Taken
together, this suggests that rosiglitazone could exert its effect on insulin sensitÏvity in part
through the inhibition of ANG II-induced SHW2 activity.
In conclusion, although the precise mechanism of action of PPAR-y activators on ANG II
induced signaling is flot yet completely clear, we demonstrate that PPAR-y activators have
potent negative effects on ANG II-mediated cell growtli by interfering witli PI3KJAkt
signaling pathway. This occurs through inhibition of SHW2 activity, which would reduce
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the bioactive phospholipids produced by PI3K that stimulate Akt, and by the inhibition of
4E-BP1, which would have an effect further downstream to inhibit protein synthesis and
ceil growth. These data provide new insights into potential beneficial effects of PPAR-’y
activators in the prevention or treatment of cardiovascular disease and hypertension.
Although further experiments are needed to clarify rosiglitazone inhibitory effects on ANG
II-induced SHW2 activation and its regulatory effects on PI3K phospholipid synthesis,
downregulation of these pathways by PPAR-y activators could contribute to prevention or
regression of vascular remodeling in hypertensive and diabetic patients.
Grants
This work was supported by grant 13570 (to E. L. Schiffrin) and a Group Grant to the
Multidisciplinary Research Group on Hypertension, both from the Canadian Institutes of
Health Research (Cil-IR). K. Benkirane was supported by a CINR doctoral studentship.
Aknowlcdgements
We are grateful to Suzanne Diébold and André Turgeon for excellent technical assistance.
8$
References
1. Berger J and MoÏÏer DE. The mechanisms cf action of PPARs. Annu Rev Med 53:
409-435, 2002.
2. Bliandari BK, Feliers D, Duraisamy S, Stewart IL, Gingras AC, Abboud HE,
Choudhury GG, Scnenberg N and Kasinath BS. Insulin regulation cf protein
translation repressor 4E-BP1, an eW4E-binding protein, in renal epithelial celis.
Kidney Int 59: 866-875, 2001.
3. Cantley LC. The phosphoinositide 3-kinase pathway. Science 296: 1655-1657,
2002.
4. Cooper ME. The role cf the renin-angiotensin-aldosterone system in diabetes and its
vascular complications. Anz JHpertens 17: 16S-20S, 2004.
5. Desvergne B and Wahli W. Peroxisome proliferatcr-activated receptcrs: nuclear
ccntrcl cf metabolism. Endocr Rev 20: 649-688, 1999.
6. Diep QN, El Mabrouk M, Cohn JS, Endemann D, Amiri F, Virdis A, Neyes MF and
Schiffrin EL. Structure, endothelial function, cell growth, and inflammation in
blccd vessels cf angictensin ll-infused rats: role cf percxiscme proliferator
activated receptor-7. Circulation 105: 2296-2302, 2002.
7. Diep QN and Schiffrin EL. Jncreased expression cf peroxisome proliferator
activated receptor-tx and y in blcod vessels cf spcntanecusly hypertensive rats.
Hypertension 38: 249-254, 2001.
8. Dugourd C, Gervais M, Corvcl P and Monnot C. Akt is a major dcwnstream target
cf P13-kinase involved in angiotensin ll-induced proliferation. Hypertension 41:
882-890, 2003.
9. Dzau VJ, Mukoyama M and Pratt RE. Molecular biology cf angictensin receptors:
target for drug research? JHypertens (Suppi) 12: 51-55, 1994.
89
10. F1 Mabrouk M, Touyz RM and Schiffrin EL. Differentiai ANG I1-induced growth
activation pathways in mesenteric artery smooth muscle ceils from SHR. Am J
Physiol 281: H30-H39, 2001.
11. Franke TF, Kaplan DR, Cantley LC and Toker A. Direct regulation of the Akt
proto-oncogene product by phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate. Science 275:
665-668, 1997.
12. Fukuda N, Hu WY, Teng J, Chikara S, Nakayama M, Kishioka H and Kanmatsuse
K. Troglitazone inhibits growth and improves insulin signaling by suppression of
angiotensin II action in vascular smooth muscle celis from spontaneously
hypertensive rats. Atherosclerosis 163: 229-239, 2002.
13. Gilde AI, van der Lee KA, Willemsen PH, Chinetti G, van der Leij FR, van der
Vusse GI, Staels B and van Bilsen M. Peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) a and PPARI3/, but flot PPAR7, modulate the expression of genes involved
in cardiac lipid metabolism. Circ Res 92: 5 18-524, 2003.
14. Goetze S, Kim S, Xi XP, Graf K, Yang DC, Fleck E, Meehan WP, Hsueh WA and
Law RE. Troglitazone inhibits mitogenic signaling by insulin in vascular smooth
muscle celis. J Cardiovasc Pharmacol 35: 749-757, 2000.
15. Goetze S, Xi XP, Graf K, Fleck E, Hsueh WA and Law RE. Troglitazone inhibits
angiotensin II-induced extracellular signal-regulated kinase 1/2 nuclear
transiocation and activation in vascular smooth muscle celis. FEBS Lett 452: 277-
282, 1999.
16. Hafizi S, Wang X, Chester AH, Yacoub MH and Proud CG. ANG II activates
effectors of mTOR via P13-K signaling in human coronary smooth muscle celis. Ain
JPhysiol 287: H1232-H1238, 2004.
17. Hori H, Sasaoka T, Ishihara H, Wada T, Murakami S, lshiki M and Kobayashi M.
Association of SH2-containing inositol phosphatase 2 with the insulin resistance of
diabetic db/db mice. Diabetes 51: 2387-2394, 2002.
90
18. Klippel A, Kavanaugli WM, Pot D and Williams LT. A specific product of
phosphatidylinositol 3-kinase directly activates the protein kinase Akt through its
pleckstrin homology domain. Mol CeÏÏ Biot 17: 338-344, 1997.
19. Kotchen TA, Reddy S and Zhang HY. Increasing insulin sensitivity lowers blood
pressure in the fructose-fed rat. Am J Hypertens 10: 1020-1026, 1997.
20. Law RE, Goetze S, Xi XP, Jackson S, Kawano Y, Demer L, Fishbein MC, Meehan
WP and Hsueh WA. Expression and function of PPARy in rat and human vascular
smooth muscle ceils. Circulation 101: 1311-1318, 2000.
21. Lekmine F, Uddin S, Sassano A, Parmar S, Brachmann 5M, Majchrzak B,
Sonenberg N, Hay N, Fish EN and Platanias LC. Activation of the p70 S6 kinase
and phosphorylation of the 4E-BP1 repressor of mRNA translation by type I
interferons. J Bio! Chem 278: 27772-27780, 2003.
22. Loviscach M, Rehman N, Carter L, Mudaliar S, Mohadeen P, Ciaraldi TP,
Veerkamp JH and Henry RR. Distribution of peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) in human skeletal muscle and adipose tissue: relation to insulin
action. DiabetoÏogia 43: 304-3 11, 2000.
23. Motley ED, Eguchi K, Gardner C, Hicks AL, Reynolds CM, Frank GD, Mifune M,
Oliba M and Eguchi S. Insulin-induced Akt activation is inhibited by angiotensin II
in the vasculature through protein kinase C-a. Hypertension 41: 775-780, 2003.
24. Ogihara T, Rakugi H, Wegami H, Mikami H and Masuo K. Enhancement of insulin
sensitivity by troglitazone lowers blood pressure in diabetic hypertensives. Ain J
Hypertens 8: 3 16-320, 1995.
25. Oudit GY, Sun H, Kerfant BG, Crackower MA, Penninger JM and Backx PH. The
role of phosphoinositide-3 kinase and PTEN in cardiovascular physiology and
disease. JMoÏ CetÏ Cardiol 37: 449-471, 2004.
26. Raskin P, Rendeil M, Riddle MC, Dole IF, Freed MI and Rosenstock J. A
randomized trial of rosiglitazone therapy in patients with inadequately controlled
insulin-treated type 2 diabetes. Diabetes Care 24: 1226-1232, 2001.
91
27. Sasaoka T, Fukui K, Wada T, Murakami S, Kawahara J, Ishihara H, Funald M,
Asano T and Kobayashi M. Inhibition of endogenous SHW2 ameliorates insulin
resistance caused by chronic insulin treatment in 3T3-L1 adipocytes. Diabetologia
48: 336-344, 2005.
28. Scheid MP, Huber M, Damen JE, Hughes M, Kang V, Neilsen P, Prestwich GD,
Krystal G and Duronio V. Phosphatidylinositol (3,4,5)P3 is essential but flot
sufficient for protein kinase B (PKB) activation; phosphatidylinositol (3,4)P2 is
required for PKB phosphorylation at Ser-473: studies using ceils from SH2-
containing inositol-5-phosphatase knockout mice. J Biol Chem 277: 9027-9035,
2002.
29. Schiffrin EL, Amiri F, Benkirane K, Iglarz M and Diep QN. Peroxisome
proliferator-activated receptors: vascular and cardiac effects in hypertension.
Hypertension 42: 664-668, 2003.
30. Seger R and Krebs EG. The MAPK signaling cascade. FASEB J 9: 726-735, 1995.
31. Senthul D, Faulkner IL, Choudhury GG, Abboud HE and Kasinath BS. Angiotensin
II inhibits insulin-stimulated phosphorylation of eukaryotic initiation factor 4E-
binding protein- 1 in proximal tubular epithelial ceils. BiocÏzern J 360: 87-95, 2001.
32. Sharma AM and Chetty VT. Obesity, hypertension and insulïn resistance. Acta
Diabetol 42 (Suppl) 1: S3-S8, 2005.
33. Shiojima I and Walsh K. Role of Akt signaling in vascular homeostasis and
angiogenesis. Circ Res 90: 1243-1250, 2002.
34. Takeda K, Ichiki T, Tokunou T, Funakoshi Y, lino N, Hirano K, Kanaide H and
Takeshita A. Peroxisome prolïferator-activated receptor y activators downreguÏate
angiotensin II type 1 receptor in vascular smooth muscle cells. Circulation 102:
1834-1839, 2000.
35. Tontonoz P, Nagy L, Alvarez JG, Thomazy VA and Evans RM. PPARy promotes
monocyte/macrophage differentiation and uptake of oxidized LDL. Ccli 93: 241-
252, 1998.
92
36. Touyz RM, Deng LY, He G, Wu XH and Schiffrin EL. Angiotensin II stimulates
DNA and protein synthesis in vascular smooth muscle cells from human arteries:
role of extracellular signal-regulated kinases. J Hvpertens 17: 907-9 16, 1999.
37. Touyz RM, He G, Wu XH, Park JB, Mabrouk ME and Schiffrin EL. Src is an
important mediator of extracellular signal-regulated kinase 1/2-dependent growth
signaling by angiotensin II in smooth muscle celis from resistance arteries of
hypertensive patients. Hypertension 38: 56-64, 2001.
38. Velloso LA, Foui F, Sun XJ, White MF, Saad MJ and Kahn CR. Cross-talk between
the insulin and angiotensin signaling systems. Proc Natt Acad Sci U S A 93: 12490-
12495, 1996.
39. Willson TM, Brown PI, Sternbach DD and Henke BR. The PPARs: from orphan
receptors to drug discovery. JMed Chem 43: 527-550, 2000.
40. Xi XP, Graf K, Goetze S, Fleck E, Hsueh WA and Law RE. Central role of the
MAPK pathway in ang ll-mediated DNA synthesis and migration in rat vascular










Figure 11-1: Peroxïsome prnliferator-activated receptor (PPAR)-y activators inhibit vascular
smooth muscle ceil (VSMC) growth. A—3: VSMC growth after 24 h control (Ctrl; open
bars), ANG II (black bars), rosiglïtazone (Rosi) or 15d-PGJ2 (hatched), or cotreatment of
ANG II + rosiglitazone or ANG II + l5-deoxy-A124-prostaglandin J2 (15d-PGJ2;
checkered). Resuits are means ± SE (n = 3_$).*P < 0.001. Results are expressed as
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Figure II-1 : Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y activators inhibit
vascular smooth muscle celi (VSMC) growth. C—E: VSMC growth after 24 h control (Ctrl;
open bars), ANG II (black bars), rosiglitazone (Rosi) or 15d-PGJ2 (hatched), or cotreatment
l’14
of ANG II + rosiglitazone or ANG II + 15-deoxy-A -prostaglandin J2 (15d-PGJ2;
checkered). Resuits are means ± SE (n = 3_8).*P <0.001; W < 0.01; 1P <0.001; §P <0.05.




















Figure II-2 : Effect of ANG II on PPAR-’y expression and activity. A, top: immunoblots of
nuclear PPAR-7 expression in VSMCs after 24 h in control (left) and after treatment with
rosiglitazone (right). A, bottom: resuits are means ± SE (n = 5). B: representative PPAR-y
activation by electrophoretic mobility shift assay (EMSA) in VSMCs treated for 24 h with
rosiglitazone. Resuits are means ± SE (n = 5). *P < 0.01 vs. control. Resuits are expressed
as AU, which represent the ratio of the protein of interest/Ponceau S (PS) to correct for
sample loading. The most intense band stained by Ponceau S in each lane (50 kDa) was
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Figure II-3 : Effect of PPAR-7 activators on ANG II signaling pathways. Top: immunoblots
of ERK 1/2 phosphorylation (p-ERK 1/2) and expression (ERK 1/2) (A). Bottom: resuits
are ERK 1/2 phosphorylation (A) and represent means ± SE (n = 5).•, VSMCs treated with
ANG II; , VSMCs treated with ANG II + rosiglitazone; V, VSMCs treated with ANG II ±
15d-PGJ2. *P <0.05, tP < 0.01 vs. ANG II. Resuits are expressed as AU, which represent
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Figure II-3: Effect of PPAR-y activators on ANG Il signaling pathways. Top: immunoblots
of Akt phosphorylation (p-Akt) and Akt expression (B). Bottont: resuits are Akt
phosphorylation (B) and represent means ± SE (n = 5). , VSMCs treated with ANG II; C,
VSMCs treated with ANG II + rosiglitazone; y, VSMCs treated with ANG II ± 15d-PGJ2.
* <0.05, W <0.01 vs. ANG II. Resuits are expressed as AU, which represent the ratio of






















Figure II-4 : Acute and chronic effect of rosiglitazone on 4E-binding protein 1 (4E-BPÏ). A
and B: ïmmunoblots of 4E-BPI phosphorylation (p-4E-BP1) and 4E-BPI expression. Lanes
for p-4E-BP1 correspond to bars below (lefi to right): 4E-BPÏ phosphorylation (control;
open bars) treated for 5 min (A) or 24 h (B) with ANG II without (black bars) or with
rosiglitazone (hatched) or treated with rosiglitazone alone (checkered). Resuits are means ±
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Figure II-5 Rosiglitazone effect on AT1 receptor signalïng. Jmmunoblots of p-ERK 1/2
and ERK 1/2 (A) or p-Akt and Akt (3). Immunoblot lanes for p-ERK 1/2 (A) or p-Akt (B),
respectively, correspond to bars below (teft to right): ERK 1/2 or Akt phosphorylation
(open bars); 5 min ANG II treated without (black bars) or with valsai-tan or PD-123319
(light gray bars); 24-h rosiglitazone-pretreated ceils with ANG II (checkered) with
valsartan or PD-123319 (horizontally hatched bars); ANG II-treated celis with vaïsartan































Figure II-6 : Rosiglitazone effect on SHW2. Top: immunoblots of Src homology 2-
containing inosïtoÏ phosphatase 2 (SHW2) phosphorylation and expression. Bottom: SHW2
phosphorylation (p-SHIP2) (control; open bar) with 5 min ANG fi (black bar); 24-h
rosiglitazone treated celis (hatched) with ANG fi (checkered). Resuits are means ± SE (n =
4). *p < 0.01; W <0.001. Unstimulated Jurkat celi lysate was used as a positive control.
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Peroxisome Proliferator—Activated Receptor y Regulates Angiotensin H—
Stimulated Phosphatidylinositol 3-Kinase and Mitogen-Activated Protein
Kinase in Blood Vessels In Vivo
Benkirane, Karim; Viel, Émilïe C.; Amiri, Farhad; Schiffrin, Emesto L.
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Angiotensin (Ang) II is implicated in hypertension, vascular remodeling, and insulin
resistance. Peroxisome Proliferator—Activated Receptor (PPAR) y activators increase
insulin sensitivity and improve Ang II—induced vascular remodeling. We evaluated the
effects of the PPAR-y activator rosiglitazone on Ang II signaling in aorta and mesenteric
arteries. Rats received Ang II by subcutaneous infusion andlor rosiglitazone per os for 7
days. Blood pressure rise in Ang ll—infused rats was attenuated by rosiglitazone. Ang II
significantly increased Ang U type 1 receptor expression in the mesenteric arteries
(P<0.001), whereas that of the aorta was decreased (P<0.05), changes which were reversed
by rosiglitazone. Akt activity was increased by Ang II and retumed to basal levels under
rosiglitazone in both vascular beds. However, Ang II—induced extracellular signal—
regulated kinase 1/2 activity increased in aorta but not in mesenteric vessels (P<0.001),
where 4E-binding protein 1 activity was significantly increased by Ang II and inhibited by
PPAR-y activation. In response to Ang II, Src homology (SH) 2—containing inositol
phosphatase 2 activity was increased (P<0.05) in both vascular beds. In conclusion. PPAR
y activator rosiglitazone attenuated Ang II—induced blood pressure elevation and
intracellular signaling on aorta and mesenteric vessels. There was differential inhibition of
Ang II type 1 receptor receptors/phosphatidylinositol 3-ldnase/Akt and extracellular signal—
regulated kinase 1/2 in both vessels. Effects of PPAR-y activators on these pathways could
contribute to regression of vascular remodeling in models of hypertension and diabetes and,
accordingly, in hypertensive diabetic patients.
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Introduction
Peroxisome Proiiferator—Activated Receptors (PPARs) are ligand-activated transcription
factors belonging to the nuclear receptor superfamily (1). Three PPAR isoforms have been
cioned: PPAR-Œ, PPAR-f3/, and PPAR-y. PPARs bind to PPAR-response elements and
regulate many genes wïth effects on lipid metabolism and carbohydrate metabolism,
endotheliai function, inflammation, and thrombosis (2—6). Insulin-sensitizing
thiazolidinediones (TZDs) or glitazones are PPAR-’y synthetic ligands and have been
proposed as therapeutic candidates in cardiovascular disease (4,7). They are potent
inhibitors of monocyte chemotaxis, ceil growth, and migration of vascular smooth muscle
celis (VSMCs) and reduce vascular inflammation and vasoconstriction,(4,8) thereby
modulating vascular structure and function. Vascular remodeling in hypertension, which
involves a pathophysiological adaptation of the vascular wail, comprises several processes,
including VSMC contraction and migration, growth and apoptosis, extracellular matrix
deposition, and inflammation (9,10). Angiotensin (Ang) II plays a foie in vascular
remodeiing through the G-protein—coupled Ang type 1 (AT1) and AT2 receptors (10).
Multipie growth-promoting signaling pathways are activated by Ang II through AT1
receptors, sucli as phosphatidylinositol 3-kinase (PI3KIp85Œ) and extracellular signal—
reguiated kinase (ERK) 1/2 (10,11) PI3KJp85Œ mediates its effects through Src homology
(SH) 2—containing inositoi phosphatase 2 (SHIP2), Akt, 3-phosphoinositide—dependent
kinase, 4E-binding protein (BP)Ï, and p70 S6 kinase (12,13). Ang II—mediated activation
of the regulatory subunit of the PI3K, p85a, Iinks the pi 10 catalytic subunit to downstream
tyrosine phosphoryÏated proteins and leads to the generation of phosphatidylinositol (Pi)
3,4, 5-P3,(14,15) which then activates the lipid phosphatase SHW2. SHIP hydrolyzes the
PI3K product PI(3,4,5)P3 to PI(3,4)P7, the primary lipid necessary for Akt
activation,(i4,i6,17) which also requires phosphorylation by 3-phosphoinositide—
dependent kinase-i or -2 (18,19) Akt is implicated in celi metabolism, survival, and growth
and is ultimately involved in vascular remodeling. Ang II—induced ccli growth is mediated
via PI3K activation and its downstream protein Akt in rat aortic VSMCs (20). 4E-BP1 is an
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important ceil growth regulator modulated by Akt (21). In the nonphosphoryiated form, 4E-
BP1 binds and segregates eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1, the mRNA 5’
cap-binding protein that participates in ribosomal subunit recruitment of other complexes in
protein synthesis initiation (12). Mitogenic effects of Ang II occur aiso in large measure
through ERK1/2, which, on nuclear transiocation, regulate transcription factors involved in
ceil growth and differentiation (22). PPAR-y activators have been shown in vitro to inhibit
Ang II-induced ERK1/2 and to modulate Ang II receptors in aortic VSMCs (4,23—25). We
demonstrated previousiy that PPAR-y activators decreased biood pressure (BP) and ccli
growth and improved endothelial dysfunction in mesenteric resistance arteries from Ang
IT—infused rats,(4) thus suggesting that PPAR-y could contribute to the regulation of
different vascular genes in hypertension. The in vivo mechanisms whereby PPAR-7
activators affect Ang II signaling in the vasculature remain unclear. Here, we questioned
whether Ang II-induced PI3K and MAPK activation and some of their distal signaling




The study was conducted according to recommendations from the Animal Care Committee
of the Clinicai Research Institute of Montreal and the Canadian Councii of Animal Care.
Male Sprague-Dawiey rats (250 g, Charles River), were divided in 6 groups: control, Ang
II, Ang ll+rosigiitazone, Ang ll+hydralazine, rosiglitazone, and hydraiazine. Ang II
animals were infused with fle-Ang II (Caibiochem, 120 ng/kg per minute SC) via osmotic
minipumps for 7 days. Rosigiitazone (5 mglkg day) was mixed with food and hydralazine,
used to evaiuate the effect of BP lowering, was given in drinking water (25 mg/kg day).
Before the end of the study, systolic BP (SBP) was measured by the tail-cuff method. Rats
were kiiied humaneiy. Defatted aorta and mesenteric arteries were snap frozen and stored at
-80°C until analysis.
106
Electrophoretic Mobility Shift Assay for PPAR-y
Frozen tissues were homogenized, suspended in a PBS buffer (containing Na3VO4 1
mmolIL, pepstatin A 1 tg/mL, leupeptin 1 tg/mL, aprotinin 1 tg/mL, and PMSF 1
mmol/L) and centrifuged (4000g, 4 minutes at 4°C) as described previously (4). The pellet
was resuspended and lysed into cytoplasmic and nuclear fractions using a Pierce NE-PER
kit. Protein concentration was determined with a BioRad D kit (BioRad Laboratories).
VSMC PPAR-y activity was detected using the Nushift kit (Active Motif). Wild-type
oligonucleotides 5’-GGAACTAGGTCAAAGGTCATCCCCT-3’ and mutant
oligonucleotïdes 5’-GGAACTAGAACAAAGMCATCCCCT-3’ were used in a
competition assay, whereas supershift was performed using PPAR-y antibody from Active
Motif.
Western Blot Analysis
Extracted protein was loaded on 10% SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose
membranes, which were then blocked and incubated with specific antibodies: AT1, PPAR-’y
(Santa Cruz Biotechnology), PI3K-p85Œ (UpState), phospho- (Thr308 and Ser473) and
nonphospho-specific Akt, 4E-BP1, and ERK1/2 (Ceil Signaling). Membranes were
subsequently washed, incubated with specific secondary horseradish peroxidase—
conjugated antibodies, and revealed with BM chemiluminescence blotting substrate (Roche
Diagnostics). Thereafter, hand intensity was measured by TmageQuant 5.0 software
(Molecular Dynamics).
Immunoprecipitation
Vessels were lysed, and 500 ig of total protein extract was immunoprecipitated with
SHW2 (UpState) antibody and then incubated with protein G Plus-Agarose (Calbiochem).
Thereafter, Western blotting was carried out as mentioned above, and membranes were
incubated with the anti-phosphotyrosine (PY2O, BD Transduction Laboratories) antibody
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for activity measurement and then stripped and reblotted with SHW2 antibody for total
protein.
Data Anaiysis
Values are mean±SEM. Differences were evaluated by 1-way ANOVA, followed by
Tukey-Kramer’s post-hoc test. P<0.05 was considered significant.
Resuits
Physiological Parameters
Ang II significantly increased SBP (P.<0.001 versus controls), which was significantly
attenuated by both rosiglitazone and hydralazine (F<0.001). Neither rosiglïtazone nor
hydralazine alone affected SBP. The body weight of rats was unaltered during the study
(Table I, available online at http://hyper.ahajournals.org).
Vascular PPAR-y Expression and Activity
Rosiglitazone treatment significantly increased mesenteric artery PPAR-y expression
(P<0.01 versus controls) and activity (P<0.05) in Ang II—infused rats, whereas
rosiglitazone alone increased PPAR-7 expression only (P<0.05; Figure 1 A). Ang II elicited
a trend to a reduction of PPAR-7 expression and activity in mesenteric arteries, although
this did not achieve statistical significance. Hydralazine did flot affect either of these
parameters (Figure lB).
Vascular Effects of Rosiglitazone on AT1 Expression and Signaling
Ang II induced a 7-fold increase in AT1 expression of mesenteric arteries (P<0.001), which
was significantly downreguÏated by rosiglitazone (Figure 2 A). In aorta, Ang II
downregulated AI1 expression (P<0.05), which was upregulated 4-fold (P<0.01) by
rosiglitazone cotreatment (Figure 2B). Ang II increased Akt activity in both mesenteric
arteries and aorta 10-fold (P<0.00l) and 3-fold (P<0.0l), respectively. Both changes were
inhibited by rosiglitazone cotreatment, whereas rosiglitazone aÏone induced a 5-fold
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increase in mesenteric artery but not aortic Akt activity (Figure 3). Neither Ang II nor
rosiglitazone altered aortic or mesenteric artery basal expression of Akt or p85x (Figure 3).
Ang II—induced Akt activity was unaffected by hydralazine. In mesenteric arteries, but flot
in aorta, Ang II induced a 2-fold increase (P<0.0l) in 4E-BP1 activity, which was
significantly inhibited (P<0.01) by cotreatment with rosiglitazone (Figure 4). Neither Ang
II nor rosiglitazone altered vascular 4E-BP1 expression. In both vascular beds, Ang II
induced a 2-fold increase (P<0.0l) in SHW2 activity, which was unaffected by
rosiglitazone (Figure 5). Neither Ang II nor rosiglitazone altered SHP2 expression in aorta
or mesenteric arteries. ERKÏ/2 expression increased (P<O.05) in mesenteric arteries after
Ang II infusion and was reduced by rosiglitazone cotreatment (3-fold; P<0.05; Figure 6 A),
but ERKY/2 activity was unaffected (Figure 6B). Neither Ang II nor rosiglitazone altered
ERK1/2 expression in aorta (Figure 6C), whereas ERK 1/2 activity was significantly
increased by Ang TI (P<0.00l) and significantly inhibited by rosiglitazone cotreatment
(P<0.01). Rosiglitazone administered alone increased (P<0.001) ERK1/2 activity in aorta
10-fold (Figure 6D), whereas hydralazine decreased Ang II—induced ERK1/2
phosphorylation (P<0.05).
Discussion
The present study demonstrates for the first time that rosiglitazone treatment in Ang II—
infused rats differentially modulates PI3K and MAPK signaling in a conduit vessel, aorta,
and in mesenteric vessels. We and others have shown previously that in models of
experimental hypertension, TZDs are antihypertensive and reverse structural, functional,
and molecular changes in blood vessels (4,26,27). The mechanisms of these potentially
beneficïal cardiovascular effects are in part clarifîed in the present study. PPAR-y activation
negatively modulated Ang II—induced growth—promoting intracellular signaling pathways,
such as MAPK and PI3K, and their target protein, sucli as 4E-BP1. Furthermore, we
demonstrated that chronic Ang II treatment increased the activity of a phosphatase linked to
Akt activation, SHW2, in both mesenteric vessels and aorta. Although rosiglitazone alone
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did flot alter AI1 receptor expression, rosiglitazone cotreatment in Ang II—infused rats
retumed AT1 receptor expression to basal levels in both aorta and mesenteric vessels. This
suggests that PPAR-’y activation regulates AT1 receptor expression. Our findings extend
those of Takeda et aÏ (23) and Sugawara et at,(2$) who demonstrated that 24-hour
treatment with rosiglitazone returned VSMC AI1 receptor expression back to basal levels
compared with 6 to 12 hours of rosiglitazone treatment. Similarly, we observed that 24-
hour PPAR-y activation in vitro did not alter VSMC AI1 receptor expression (29).
Nonetheless, we have demonstrated differential AT1 expression in aorta compared with
mesenteric vessels from Ang II—infused rats. Consequently, this may resuit in a differential
regulation of Ang II signaling pathways in these vascular beds. Rosiglitazone-induced
mesenteric artery AT1 receptor downregulation may represent a mechanism whereby
PPAR-’y activation may inhibit vascular remodeling induced by Ang II. This could support
previously documented beneficial effects of PPAR-’y on vascular remodeling (4).
Conversely, rosiglitazone-induced upregulation of AT1 in aorta may be a compensatory
mechanism to the effects of Ang II on AI1 expression. On binding to the AT1 receptor, Ang
II activates multiple signaling pathways, sucli as PI3K and MAPK, that participate in cell
growth and vascular remodeling (30). We demonstrated that 7-day Ang II infusion induced
DNA synthesis in mesenteric arteries that were inhibited by PPAR7 activators,(4) whereas
others have shown that infusion of Ang II for 24 hours induced protein synthesis in both
aorta and mesenteric arteries through activation of PI3KIp85a and MAPK (31) We also
demonstrated that p85Œ subunit expression in the vasculature was unaltered after 7-day
Ang II or rosiglitazone treatment, in contrast to reports in hurnan adipocytes that PPAR-y
activation increased p85a protein expression (32). Because blood vessels and adipose
tissue have different metabolic activities, differential PI3K protein regulation may occur.
Ang II—increased vascular Akt activation was inhibited by rosiglitazone treatment, similar
to our in vitro studies (29). Neither Ang II nor rosiglitazone affected vascular Akt
expression, whereas rosiglitazone treatment alone increased Akt phosphorylation in
mesenteric arteries but not in aorta. Because PPAR-7 activation has direct effects on
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adipocyte differentiation and lipid storage,(33) underlying mesenteric fat could activate
different tyrosine kinase receptors, thereby increasing PI3KJAkt signaling. Indeed, recent
evidence suggests that the periadventitial fat may regulate vascular function in a paracrine
fashion (34). Regulation of the MAPK signaling pathway was differentially modulated by
Ang II and PPAR-y activation in mesenteric vessels and aorta. Chronic Ang II infusion
increased ERK 1/2 activity in the aorta but not in mesenteric arteries, which extends
previous observations by Daigle et al (31). However, others found that ERK 1/2 activity
increased afler acute ex vivo stimulation of Ang II in pressurized mesenteric resistance
vessels (35). Basal ERK 1/2 activity was greater in mesenteric vessels compared with that
of aorta, which may be an expression of the heterogeneity of the 2 vascular territories. It is
noteworthy that the combined effects of BP elevation and Ang II increased ERK 1/2
activity in aorta to the level found in mesenteric arteries. Based on the different functions of
these vessels (conductance versus resistance), Ang II may regulate ERK 1/2 differentially.
Cotreatment with hydralazine partially inhibited Ang II—induced ERK 1/2 activation in the
aorta, suggesting that this effect may 5e BP dependent. Alternatively, this finding could be
attributed to a direct effect of hydralazine, for example, as an antioxidant,(36) which lias
been shown to inhibit MAPK activation (37). In support of this, we reported previously that
hydralazine decreased ROS generation in the aorta but flot in mesenteric arteries (38). We
also found that rosiglitazone administration alone tended to increase ERK 1/2 activity in
conduit vessels, while at the same time it abrogated Ang ll—induced ERK 1/2 in mesenteric
arteries, again indicative of differentïal regulation in these 2 vascular beds. Mesenteric
artery VSMC growth in response to Ang II treatment appears to 5e regulated through an
ERK 1/2-independent pathway (31). Because different transcription factors, such as nuclear
factor KB, AP-1, and Spi, can 5e activated by Ang II,(4,2$,39) it is possible that chronic
Ang II treatment may increase these transcription factors, which are implicated by ERK 1/2
gene expression regulation without altering ERK 1/2 activity. Moreover, increased activity
of SHW2 phosphatase in mesenteric arteries occurred after Ang II and rosiglitazone
treatment. In support of this, we demonstrated in vitro that both Ang II and rosiglitazone
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regulate phosphatase activÏty in VSMCs derived from mesenteric arteries (29). We have
shown here for the first time that the phosphorylation of 4E-BP 1, which is an important ceil
growth regulator, was increased by Ang II in mesenteric arteries but not in aorta and that
this increase was prevented by rosiglitazone. This extends previous in vitro observations
that acute stimulation of aortic VSMC with Ang II increased activation of 4B-BPY,
associated with celi growth,(40) found also in mesenteric VSMC (29). The beneficial
effects of PPAR-’y activation on Ang II—induced vascular remodeling could be partially
mediated through inhibition of 4E-BP1. Furthermore, the activation of 4E-BP1 in
mesenteric arteries could be associated with vascular remodeling, which is flot observed in
aorta (41). This suggests that PPAR-7 can exert an inhibitory effect on vascular remodeling
in type 2 diabetic and hypertensive patients, because type 2 diabetic patients exhibit
significant remodeling of small arteries compared with nondiabetic normotensive patients
(42). It is well known that celi growth is under the control of many kinases and
phosphatases. Here we demonstrated for the first time that chronic Ang II—increased SHW2
activity was associated with vascular Akt activation. This extends in an in vivo paradigm
our previous in vitro findings showing that acute Ang II stimulation of mesenteric VSMC
increased SHW2/Akt activation and that both could be inhibited by rosiglitazone
cotreatment (29). Although an acute stimulation with Ang fi increased SHW2 activity,
chronic cotreatment witli rosiglitazone did not reduce this effect, which suggests that the
inhibitory effect of rosiglitazone on Ang II—induced ceil growth and vascular remodeling
through SHW2 may be important in the acute stimulatory phase.
In conclusion, although the precise mechanism of action of the PPAR-y activator
rosiglitazone on chronic Ang II—induced PI3K and MAPK signaling remains elusive, we
have demonstrated that this agent lias potent modulatory effects on aorta and mesenteric
vessels by the inhibition of PI3KJAkt/4E-BPY and ERKÏ/2 signaling pathways. These data
provide new insights into potential beneficial effects of TZDs in the prevention or treatment
of cardiovascular disease and hypertension.
112
Perspectives
Although additional investigation is required to elucidate the effects of rosiglitazone on
vascular AI1 receptor regulation under chronic Ang II treatment, PPAR-7 regulation of
PI3K and MAPK may represent an important link between molecular dysfunction and
hypertensive and diabetic vascular disease. Consequently, regulation of these pathways by
PPAR-7 activators could contribute to regression of vascular remodeling in hypertensive
and diabetic models, and, accordingly, in diabetic hypertensive patients.
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Parameters Ctrl Ang II Ang II + Ang II + Rosi Hyd
Rosi Hyd
Body weight (g) 272 ±4 281 ± 3 275 ± 4 278 ± 2 273 ± 4 271 ±4
SBP (nmiHg) 112± 1 158±3* 137±3t 11O±4 115± 1 108±3
Table III-1 : Body weight and systolic blood pressure. Resuits are mean ± SEM
(n=6).*P<0.001 vs. Ctrl, tP<0.001 vs. Ctrl and Ang II, tP<O.001 vs. Ang II. Ctrl, control,
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figure III-1 : Rosiglitazone effect on vascular PPAR-y expression and activity. (A) Top:
representative immunoblots of total PPAR-y expression in mesenteric arteries and Ponceau
S staining. Bottom: resuits are mean±SEM (n=5), expressed as arbitrary units (A.U.), which
represent the ratio of the protein of interesWPonceau S. (B) Left: representative PPAR-7
activation by electrophoretic mobiÏity shifi assay in mesenteric arterïes, where SS
represents supershift. Right: resuits are mean±SEM (n5). Control (Ctrl, white), Ang II
(black), Ang II+rosiglitazone (Rosi, hatclied), Ang II+hydralazine (Hyd, vertical),
rosiglitazone (checkered), hydralazine (dotted). *P<O.001 vs Ang II+Rosi, tP<O.O1 vs Ctrl,
tP<O.05 vs Ctrl, §P<O.O1 vs Ctrl and Ang II.















Figure III-2 : Effect of rosiglitazone on vascular AT1 receptor expression. (A and B) Top:
representative immunoblots of total mesenteric artery and aorta AI1 expression. Bottom:
resuits are mean±SEM (n=5), expressed as arbitrary units (A.U.), which represent ratio of
the protein of interestlPonceau S. Control (Ctrl, white), Ang II (black), Ang
II+rosiglitazone (Rosi, hatched), Ang ll+hydralazine (Hyd, vertical), rosiglitazone
(checkered), hydralazine (dotted). *p<o.05 vs Ang ll+Rosi, P<0.00l vs Ctrl, tP<0.05 vs




















Figure III-3 : Vascular effect of rosiglitazone on PI3KIp85alAkt signaling. (A and B) Top:
representative immunoblots of mesenteric artery Akt phosphorylation (p-Akt) and
expression (Akt), and PI3K p85 expression. Bottom: resuits are mean±SEM (n=5)
expressed as arbitrary units (A.U.), which represent ratio of
phosphorylatedlnonphosphorylated protein. Control (Ctrl, white), Ang II (black), Ang
II+rosiglitazone (Rosi, hatched), Ang II+hydralazine (Hyd, vertical), rosiglitazone
(checkered), hydralazine (dotted). *p<o.05 vs Ang H+Rosi, tP<O.001 vs Ctrl, P<O.O5 vs
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Figure III-4 : Vascular effect of rosiglitazone on 4E-BP1 activation. (A and B) Top:
representative immunoblots of mesenteric artery and aorta 4E-BP1 phosphorylation (p-4E-
BP1) and expression (4E-BP1). Bottom: resuits are mean±SEM (n=4), expressed as
arbitrary units (A.U.), which represent ratio of phosphorylatedlnonphosphorylated protein.
Control (Ctrl, white), Ang II (black), Ang II rosiglitazone (Rosi, hatched), Ang
ll+hydralazine (Hyd, vertical), rosiglitazone (checkered), hydralazine (dotted). *p<Ç• vs
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Figure III-5 : Vascular effect of rosiglitazone on SHW2 activation. (A and B) Top:
representative immunoblots of mesenteric artery and aorta SHTP2 phosphorylation (p
SHW2) and expression, where W and WB represent immunoprecipitation and Western
blotting, respectively. Bottom: resuits are mean±SEM (n=4), expressed as arbitrary units
(A.U.), which represent ratio of phosphorylatedlnonphosphorylated protein. Control (Ctrl,
white), Ang II (black), Ang II+rosiglitazone (Rosi, hatched), Ang II+hydralazine (Hyd,

















Figure III-6 : Effect of rosiglitazone on MAPK signaling pathway. Top: representative
imrnunoblots of ERK 1/2 expression in mesenteric artery (A) and aorta (C) and activity (p
ERK 1/2) in mesentery (B) and aorta (D). Bottom (A and B): resuits are mean±SEM (nz5),
expressed as arbitrary units (A.U.), which represent the ratio of the protein of
interest/Ponceau S (P5) to correct for sample Ïoading. The most intense band stained by
Ponceau S in each lane Q-37 kDa) was used for ratio calculation. Bottom (C and D): resuits
are mean±SEM (n=5), expressed in arbitrary units (A.U.) as ratio of
phosphorylatedlnonpliosphorylated protein. Control (Ctrl, white), Ang II (black), Ang
II+rosiglitazone (Rosi, hatched), Ang II+hydralazine (Hyd, vertical), rosiglitazone
(checkered), hydralazine (dotted). *p<o.05 vs Ctrl and Ang I1+Rosi. tP<O.05 vs Ang























CHAPITRE IV: Article 3
Contribution personnelle dans cette étude:
• L’extraction et le dosage des protéines tissulaires
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We investigated the long-term effects of the thiazolidinedione PPAR7 activator
pioglitazone on cardiac inflammation in stroke-prone spontaneously hypertensive rats
(SHR$P), a model of malignant of hypertension. Six-week-old SHR$P were treated with
pioglitazone (10 mglkgfday p.o.) for 20 weeks. The rise in systolic blood pressure (SBP) in
SHRSP was only transiently and slightly attenuated by pioglïtazone (p<O.O5). Cardiac
hypertrophy was littie affected by pioglitazone treatment, and there was only a reduction of
subepicardial interstitial fibrosis. On the other hand, left ventricular NFicB and AP-1
binding activities, and the expression of TNFŒ and of the adhesion molecule PECAM, were
significantly decreased by pioglitazone treatment. Expression of the pro-apoptotic proteins
p53 and bax was significantly increased by pioglitazone. Thus, pioglitazone attenuated
cardiac inflammation in SHRSP with littie effect on BP or cardiac hypertropliy. PPARy
activation may play a preventive cardiovascular role by offsetting the cardiac inflammatory
response as demonstrated in this genetic malignant model of hypertension.
Introduction
Hypertension is a major risk factor for the development of cardiac hypertrophy and heart
failure (Kannel et al. 1972). The stroke-prone spontaneously hypertensive rat (SHRSP) is a
model of malignant genetic hypertension that develops cardiac hypertrophy with age
(Yamori et al. 1976). The transition from compensated cardiac hypertrophy to heart failure
is accompanied by changes in cardiac function associated with alter active and passive
mechanical properties of myocardial tissue, changes which are affected by processes that
include collagen deposition and re-expression of cardiac fetal genes such as atrial
natriuretic factor (ANF). Re-expression of cardiac fetal genes is associated with an
inflammatory reaction that may contribute to the progression of cardiac remodeling (Hunter
and Chien 1999). This inflammatory process is associated with activation of NFiB and AP
1 (nuclear factor KB and activator protein-1, respectively), an increase in adhesion
molecules such as intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular ce!! adhesion
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molecule- 1 (VCAM- 1), and platelet endotheÏial celi adhesion molecule (PECAM), and the
induction of proinflammatory cytoldnes such as tumor necrosis factor Œ (TNFŒ) and pro
inflammatory proteins sucli as cyclooxygenase 2 (COX-2).
The thiazolidinedione insulin sensitizer pioglitazone is a high-affinity ligand for the
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR)-y, which is a ligand-activated
transcription factor of the nuclear hormone receptor super family (Lehmann et al. 1995).
There are 3 isoforms of PPAR: Œ, [3/, and y. PPARu plays an important role by inhibiting
cardïac hypertrophy (Barger et al. 2000), whereas PPARy activators influence growth and
inflammation in the vasculature (Diep et al. 2002; Hsueh and Law 2001). Recent in vitro
and in vivo experimental studies have suggested a role for PPARy as an inhibitor of cardiac
hypertrophy (Asakawa et aï. 2002; Yamamoto et al. 2001). In addition, PPARy improves
left ventricular diastolic function, decreases collagen accumulation in diabetic rats (Tsuji et
al. 2001; Zhu et aÏ. 2000), and protects myocardium from ischemic injury (Sideil et al.
2002). In diabetes there is evidence that the PPARy activator glitazones may reduce the
concentration of markers of inflammation (Haffner et al. 2002), suggesting an anti
inflammatory effect that may be of clinical relevance.
Clinical reports have recently warned that glitazones may lead to development or
exacerbation of congestive heart failure (Benbow et al. 2001; Yamamoto et al. 2001). The
controversy between the clinical and experimental data suggests opposing effects of PPARy
on cardiac inflammation and function. In addition, long-term effects of PPARy activators
on cardiac hypertrophy in hypertension have flot been investigated. There is evidence that,
in contrast to PPARŒ, which is abundant in cardiomyocytes, PPARy may be scarce in
myocardial ceils (Kelly 2003). However, inflammatory celis have abundant functional
PPARy (Ricote et aï. 199$), and thus treatment with glitazones may favorably affect the
inflammatory response in the heart independently of effects on cardiomyocytes (Dandona
et al. 2001; Chaudhuri et al. 2004). Cardiac remodeling may thus be modulated by PPAR7
despite the fact that these nuclear receptors may not be abundant in cardiomyocytes. We
proposed that PPAR7 may play a role in offsetting hypertension-induced inflarnmatory
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responses, which may affect remodeling of the heart in genetic hypertension. We therefore
investigated the long-term effects of pioglitazone, a PPARy agonist, on cardiac hypertrophy
and inflammation in SHRSP.
Methods
Anima] experiments
The study was approved by the Animal Care Committee of the Clinical Research Institute
of Montreal and performed according to the guidelines of the Canadian Council for Animal
Care. Six-week-old male SHRSP (n 16) bred in-house were randomized to no treatment
(n 8) or treatment with pioglitazone (10 mgfkg per day mixed with food, n = 8) for 20
weeks. Systolic blood pressure (SBP) was measured in conscious, restrained, warmed rats
by the tail-cuff method every 2 weeks. After 20 weeks of treatment, rats were killed by
decapitation. The heart was immediately excised; the left ventricle (LV) and right ventricle
(RV) weights were determined. A portion of the LV was fixed in 10% buffered formalin
solution and later embedded in paraffin. Coronal sections (5 tm thick) obtained from the
equator of the LV were prepared for immunohistochemical analysis. Another portion of the
LV was immediately snap-frozen and kept at -80 °C for RNA and protein extraction.
Echocardiograpby
Rats were anesthetized with inhaled isoflurane (1 .5%)/oxygen (300 mL/min), the chest
shaved, and 2-dimensional guided M-mode echocardiography performed using a Hewlett-
Packard Sonos 5500 and a 15-MHz linear-array transducer on a warming pad to maintain
normothermia. The transducer was placed on the left hemithorax. Excessive pressure on the
thorax, which can induce bradycardia, was avoided. Using the 2-dimensional parasternal
short-axis imaging plan as guide, a LV M-mode tracing was acquired close to the papillary
muscle level with a sweep speed of 150 mmls. M-mode measurements of the LV end
diastolic internal diameter (LVDd) the systolic internai diameter (LVIDs) were measured,
and end-diastolic interventricular systolic (TVSd) and LV posterior-wall thickness
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(LVPWd) were measured using the leading-edge convention of the American Society of
Echocardiography. Three to 5 beats were averaged for each measurement. End diastole and
systole were determined at the maximal LVIDd and at the peak of LVPW motion,
respectively. The percentage of left ventricular fractional shortening (FS) was calculated as:
FS (%) = {(LVIDd - LVDs)JLVIDd] x 100. LV mass was estimated as described
elsewhere (Tanaka et aÏ. 1996) with the following formula: LV mass (mg) = [(LVDd +
WSd + LVPWd)3 - LVDd3] x 1.055, where 1.055 is the density of rat myocardium in
mg/mm3.
Northern blot analysis for ANF
RNA was extracted from the LV and Northern blotting was performed as previously
described (Paradis et aÏ. 2000).
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
EMSA for NFiB and AP- 1 was performed on LV nuclear protein as previously described
(Diep et al. 2002). Briefly, nuclear protein was incubated with 32P end-labeled double
stranded oligonucleotide containing a NFiB binding site 5’-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’, or an AP-1 binding site 5’-
CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’ (Promega, Madison, Wis.). NFid3 (p65), c-fos, and
c-jun antibodies from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Calif.) were used for
supershïft assays, whereas excess unlabeled oligonucleotide was used in competition
assays. The DNA-protein complexes were analyzed on a 4% polyacrylamide gel.
Subsequently the gel was dried, and the image was acquired and analyzed using
Phospholmager system (Molecular Dynamics, Sunnyvale, Calif.). PPAR7 activity in the
heart was detected using the Nushift(TM) kit (Active Motif, Carlsbad, Calif.). Wild-type
oligonucleotides 5 ‘-GGAACTAGGTCAAAGGTCATCCCCT-3’ and mutant
oligonucleotides 5’-GGAACTAGCAAAGCATCCCCT-3’ were used in a
competition assay. Supershift was performed using PPARy antibody from Active Motif.
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Collagen quantification
LV collagen was determined as previously described (Pu and Schiffrin 2001).
Immunohistochemical staining for TNFŒ and ICAM- 1 Paraffin-embedded 5 jim sections of
LV were rehydrated and endogenous peroxidase activity was quenched by incubation in 3%
hydrogen peroxide. Sections were blocked with goat semm for 30 mm, foÏlowed by
incubation with either anti-rat TNFŒ (1:30) or anti-rat ICAM- 1 antibodies (1:100, S anta
Cruz BiotechnoÏogy). The detection of the primary antibody was obtained using an avidin
biotin kit (Vector Laboratories, Burlingame, Calif.). The signal was revealed with 3,3’-
diaminobenzidine (Sigma, St. Louis, Mo.). The sections were counterstained with
hematoxylin and mounted. Negative controls were incubated with non-immune rabbit IgG
in place of primary antibody.
Western blotting
Protein was extracted from frozen tissue as previously described (Diep et al. 2001) and
concentration was determined with the Dc protein assay kit (Biorad, Hercules, Calif.).
Samples were separated by electrophoresis on a 10% polyacrylamide gel and transferred
onto a nitrocellulose membrane. Membranes were incubated with specific antibody to
VCAM-1, PECAM, p53, or Bax (Santa Cruz Biotechnology), COX-2 (Upstate, Lake
Placid, N.Y.). Signais were revealed with chemiluminescence and visualized
autoradiographically. Membranes were subsequently stripped (Pierce Biotechnology,
Rockford, lii.) and re-probed with f3-actin (1:10000, Sigma) to verify equal loading. Optical
density of bands was quantified by AlphaEase (Alpha Innotech Corporation, San Leandro,
Calif.), normalized to that of f3-actin, and expressed in arbitrary units.
Data analysis
Values are presented as mean ± SD. Body weight (BW) and SBP resuits were compared by
repeated-measures ANOVA followed by Studcnt-Newman-Keuls post-hoc t-test, whereas
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As verffied by EMSA, pioglitazone treatment induced activation of PPARy in LV of
SHRSP-treated animais (Fig. 1).
Body weight, blood pressure, and cardiac mass and dimensions
During the 20 weeks of treatment, BW steadily increased in ail animais (Fig. 2a), and was
unaffected by piogiitazone treatment. Ail animais were hypertensive at 6 weeks of age (Fig.
2b). Piogiitazone had oniy a transient iowering effect on the rise in SBP in SHRSP (at 8-16
weeks of age). Echocardiography showed that LV mass (LVM)IBW ratio was significantly
higher in pioglitazone-treated SHRSP at the initiai stages of the study (at $ weeks of age)
and tended to decrease at 20 weeks (Fig. 2c). At 20 weeks of age treatment with
pioglitazone, LVIDd and LVIDs increased (Figs. 3a and 3b), and WSd and LVPWd
decreased (Figs. 3c and 3d). However, pioglitazone treatment induced no change in FS in
SHRSP (Fig. 3e). Pioglitazone treatment in SHRSP only siightly aibeit significantly
reduced both LVM/BW and RV mass (RVM)/BW determined at necropsy (Fïgs. 4a and
4h). In agreement with the very miÏd effects detected both echographicalÏy and at necropsy,
piogÏitazone treatment did flot reduce ANF mRNA abundance (Fig. 5).
Cardiac collagen deposition
Interstitiai coiiagen density in the subepicardial LV myocardium was significantiy
attenuated in SHRSP animais treated with piogiitazone (fig. 6). However, no difference
was observed in the mid-myocardial and subendocardial regions of the LV compared with
untreated SHRSP.
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Cardiac inflammatory and apoptotic mediators
Activation of transcription factors NFiB and AP- 1, which have been implicated in the
regulation of inflammatory mediators, was significantiy decreased by pioglitazone
treatment (Figs. 7a and 7h). Furthermore, pioglitazone treatment reduced TNFŒ expression
in LV of SHRSP (Fig. 8a). Whereas pioglitazone treatment reduced the expression of LV
PECAM (Fig. 8h), it had no effect on LV VCAM-1 and ICAM-1 expression (Fig. 8c and
data flot shown, respectively). Additionally, pioglitazone treatment reduced LV COX-2
expression in SHRSP (Fig. 8d) and significantly increased the expression of the pro
apoptotic protein bax when compared with untreated SHRSP (Fig. 9a). There was a trend
for an increase in p53 expression following pioglitazone treatment that did not achieve
statistical significance (Fig. 9h).
Discussion
Studies of the effects of PPARy activators on the heart have provided controversiai resuits,
such as episodes of congestive heart failure with PPARy activator-based treatment
(Benbow et al. 2001; Wooltorton 2002), particularly as shown by differences between some
dlinical resuits and experimental data (Asakawa et al. 2002; Benbow et al. 2001; SideIl et
aï. 2002; Tsuji et aï. 2001; Wooltorton 2002; Yamamoto et al. 2001; Yue et aï. 2001; Zhu
et aï. 2000). On one hand, in vitro and in vivo experimental studies have demonstrated that
activation of PPAR7 inhibits cardiac hypertrophy (Asakawa et aï. 2002; Yamamoto et aï.
2001), improves LV diastolic function, decreases collagen accumulation in diabetic rats
(Tsuji et ai. 2001; Zhu et al. 2000), and protects myocardium from iscliemic injury (Sideli
et aï. 2002). On the other hand, there is evidence that PPARy is not very abundant in
cardiac ceils, which suggests that many of the effects reported on the heart of the PPARy
activators thiazolidinediones or glitazones, such as piogiitazone or rosiglitazone, may be
due to extra-cardiac effects. These may include sait and water retention through
insulinsensitizing effects on the kidney, aggravated by the discontinuation of diuretic
therapy in diabetic subjects who are at high risk of deveioping heart failure. Long-term
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effects of PPARy activators on cardiac hypertrophy and inflammation in hypertensive heart
disease have flot been investigated. Here we demonstrate that a long-term treatment with
pioghtazone, a PPAR’ activator, lowered BP very slightly and transiently, and had very
mild effects on the cardiac hypertrophy and interstitial fibrosis in SHRSP. However, there
were significant effects on inflammatory mediators such as the transcription factors NKiB
and AP-1, the cytokine TNFŒ, the proinflammatory protein COX-2, and the adhesion
molecule PECAM in the LV, which may impact on the long-term on remodeling of the
heart.
Previous studies have suggested that PPARy may inhibit development of cardiac
hypertrophy (Asakawa et aï. 2002; Yamamoto et aÏ. 2001). The present study suggests that
the anti-hypertrophic role of PPARy on the heart of SHRSP is mild at best. This was flot
due to underdosing of pioglitazone, as suggested by the fact that the binding activity of
PPARy was increased in treated SHRSP. The small magnitude of the effect may be the
resuit of the paucity of PPARy in cardiomyocytes, although the abundance of these nuclear
receptors may vary in the presence of cardiac hypertrophy. Yamamoto et al. (2001) showed
that PPAR7 activators inhibit the cardiomyocyte hypertrophy induced by mechanical strain,
angiotensin (Ang) II, and phenylephrine. In addition, PPARy activators inhibit endothelin
induced cardiac hypertertrophy (Sakai et aï. 2002). Asakawa et al. (2002) showed that
pioglitazone inhibited myocardial hypertrophy to a lesser degree in heterozygous PPARy
deficient than in wild-type mice. In addition, Ang II-induced cardiac hypertrophy and
hypertrophic gene expression were attenuated by thiazolidinediones (Asakawa et al. 2002).
The possibility that the cardiac effects of pioglitazone may resuit from antagonism of Ang
receptor signaling pathways, as we described in the vasculature (Diep et al. 2002), remains
to be clarified.
PPARy signaling could attenuate cardiac remodeling via pathways such as inflammatory
responses, which play an important role in the progression of cardiac remodeling and
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dysfunction. In macrophages, PPARy is involved in the regulation of inflammatory
responses by antagonism of transcription factors NFiB and AP-1 (Ricote et aÏ. 1998).
Effects of PPAR activation on NFKB, and the effects of PPAR activation on circulating
monocytes in humans with different glitazones have been demonstrated by several studies,
giving greater clinical relevance to their antiinflammatory action (Glianim et aÏ. 2001,
Molianty et aÏ. 2004). NFiB, although an important inflammatory mediator, is also
required for the hypertrophic response of neonatal rat cardiomyocytes in vitro (Purceli et al.
2001). PPARy has been suggested to play an important role in vascular growth and
inflammation. Indeed, in the present study we demonstrated that activity of NFicB and AP- 1
and the expression of the adhesion molecule PECAM, a downstream target of NFKB, in the
hypertrophic heart of SHRSP, was decreased after pioglitazone treatment, suggesting that
pioglitazone may antagonize cardiac remodeling by inhibiting inflammation. Another
indicator of inflammation is the pro-inflammatory marker TNFŒ, which has been shown to
be increased in failing myocardium (Takano et al. 2000). PPARy activation decreased LV
TNFŒ expression in SHRSP. This is in agreement with evidence that PPAR-y activators
inhibit TNFŒ expression at the transcriptional level, in part by preventing NFiB activity in
cardiac myocytes (Jïang et aÏ. 1998; Takano et al. 2000). The data from this study that
sliowed that pioglitazone reduces cardiac inflammation in SHRSP agrees wïth clinical data
that sliowed that diabetic patients treated with another glitazone, rosiglitazone, exhibited
reduced concentration of inflammatory markers in the circulation (Haffner et al. 2002).
Additionally, it lias been established tliat Ang II exerts a growth-promoting effect on the
vasculature and on the heart (Deviin et al. 1995). We recently demonstrated that PPAR7
activation antagonizes vascular growtli and inflammation in Ang II-infused rats (Diep et al.
2002). Thus, pioglitazone may be exerting a similar effect on mechanisms involved in
cardiac hypertrophy and inflammation in SHRSP. A plausible mechanism is the interaction
that lias been demonstrated with CCAAT/ enhancer-binding protein- (CfEBP-), which
upregulates transcription of various inflammatory cytokines, is present in tandem repeats in
the PPARy gene promoter and is negatively autoregulated by PPAR-y in the vasculature
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(Takata et al. 2002). These authors demonstrated that the PPARy ligands troglitazone,
pioglitazone, and 15-deoxy-A’2’14-prostaglandin J2 transcriptionally inhïbited interleuldn
(IL)- 1 I3induced IL-6 expression in vascular smooth muscle ceils. Thus CfEBP- may be
negatively autoregulated via activation of PPAR’y, causing subseguent down-regulation of
inflammatory responses. Finally, among the different mechanisms involved, apoptosis lias
been suggested to play an important role in the evolution of cardiac hypertrophy (Hunter
and Chien 1999). Apoptosis increases in myocardial hypertrophy and as a resuit of pressure
overload in SHR during aging (Li et al. 1997). Pioglitazone may induce apoptosis (Aizawa
et al. 2001), which could partly explain its effect on cardiac hypertrophy in SHRSP. Indeed,
the expression of bax, a pro-apoptotic protein, was increased in the heart of SHRSP treated
with pioglitazone in the present study. Since insulin resistance lias been implicated in the
development of myocardial remodeling (Tsuji et al. 2001), pioglitazone may exert anti
fibrotic and anti-inflammatory effects indirectly via its insulin-sensitizing properties,
facilitating the phosphoinositide 3-kinase metabolic patliway to the detriment of the
mitogen-activated protein kinase hypertrophic pathway, although there is no definitive
evidence supporting this possibility (Ghazzi et al. 1997). However, Dandona et al. (2001)
showed that insulin exerted potent anti-inflammatory effects by inhibition of the NFicB
pathway on monocytes, and Chaudhuri et aÏ. (2004) demonstrated recently that insulin had
anti-inflammatory and pro-fibrinolytic effects in acute ST-segment-elevation myocardial
infarction. Another possible mechanism for the anti-inflammatory effects of PPARy
activation in treated SHRSP rats is the down-regulation of LV COX-2 expression. Other
studies have demonstrated that COX-2 expression is suppressed by PPARy activation
(moue et al. 2000; Maggi et al. 2000; Subbaramaiah et al. 2001). Additionally, COX-2 is
overexpressed in the myocardium of patients with congestive heart failure (Wong et at.
1998) and in mice with cardiac failure (Zhang et al. 2003), and in the latter, administration
of a selective COX-2 inhibitor, nimesulide, prevented cardiac failure. These data suggest
that inhibition of COX-2 may contribute to or participate in anti-inflammatory and anti
fibrotic effects of PPARy activation that contribute to reduce cardiac remodeling.
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In conclusion, long-term treatment of SHRSP, a model of severe genetic hypertension
associated with cardiac hypertrophy, with the PPARy activator pioglitazone was associated
with slight and transient reduction of BP elevation and a mild reduction of LV hypertrophy
and fibrosis, but also with a significant reduction of inflammatory activity in the heart. Our
resuits suggest that treatment with these agents may provide cardiac benefits to diabetic
subjects, who are known to be at high cardiovascular risk as a consequence of hypertension,
coronary artery disease, and diabetic cardiomyopathy, and this benefit may derive in part
from a reduction of cardiac inflammatory responses.
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Figure W-1: PPARy activÏty in the heart of SHRSP. (A) Representative PPARy activity by
Electrophoretic Mobility Shifi Assay (EMSA) in the heart of stroke-prone spontaneously
hypertensive rat (SHRSP) ± pioglitazone after 20 weeks of treatment, at 26 weeks of age.
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Figure IV-2 Body weight, systolic blood pressure and left ventricular mass/body of
SHRSP. (A) Body weight of SHRSP ± pioglitazone throughout the experimental period.
Resuits are mean ± SD (n = 8). (B) Systolic blood pressure (SBP) of SHRSP ± pioglitazone
throughout the experimental period. Resuits are mean ± SD (n = 8). *, P <0.05 vs. SHRSP.
(C) Lefi ventricular mass/body weight (LVMIBW) ratio of SHRSP ± pioglïtazone at
various times throughout the experimental period (at 8, 14, and 20 weeks) as deterrnined by



























Figure W-3 Echocardiography of SHRSP. (A) LV end-diastolic internai diameter
(LVIDd) of SHRSP ± pioglitazone at various times throughout the experimental period (at
8, 14, and 20 weeks). Resuits are mean ± SD (n = 8). *, P <0.01 vs. SHRSP. (B) LV end
systolic internai diameter (LVIDs) of SHRSP ± pioglitazone at varïous times throughout
the experimental period (at 8, 14, and 20 weeks). Resuits are mean ± SD (n = 8). t, P <
0.05 vs. SHRSP. (C) End-diastolic interventricular systolic (WSd) of SHRSP ±
pioglitazone at various times throughout the experimental period (at 8, 14, and 20 weeks).
Resuits are mean ± SD (n = 8). t, P < 0.05 vs. SHRSP. (D) LV posterior-wall thickness
(LVPWd) of SHRSP ± pioglitazone at various times throughout the experimental period (at
8, 14, and 20 weeks). Resuits are mean ± SD (n = 8). t, P <0.05 vs. SHRSP. (E) Fractional
shortening (FS) of SHRSP ± pioglitazone at various times throughout the experimental




















Figure W-4: Left and right ventricle massfbody weight ratio of SHRSP. (A) Left ventricle
masslbody weight (LVM/BW) ratio of SHRSP ± pioglitazone after 20 weeks of treatment.
Resuits are mean ± SD (n = 8). ‘, P < 0.05 vs. SHRSR (B) Right ventricle mass/body
weight (RVMJBW) ratio of SHRSP ± pioglitazone after 20 weeks of treatment. Resuits are
mean ± SD (n = 8). *, p <0.05 vs. SHRSP.
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Figure W-5 Northern blot of LV atrial natriuretic factor and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase of SHRSP. (A) Representative Northern blot of LV atrial natriuretic factor
(ANf) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) of SHRSP ±

































Figure W-6 : Collagen content in epi-endocardial, mid-myocardial, and endo-epicardial
regions of LV myocardium of SHRSP after 20 weeks of treatment. Resuits are expressed as


















Figure W-7 Left ventricule NFiB and AP-1 activity in SHRSP. (A) Left: Representative
LV NFK binding activity in SHRSP ± pioglitazone after 20 weeks of treatment. Riglit:
Resuits are mean ± SD (n = 4). , P < 0.05 vs. SHRSP. (B) Left: Representative LV AP-1
binding activity in SHRSP ± pioglitazone after 20 weeks of treatment. Riglit: Resuits are
mean ± SD (n =4 rats per group). *, P <0.05 vs. SHRSP.
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Figure W-8 Left ventricule expression of TNFa, PECAM, VCAM-1, COX-2 in SHRSP.
(A) Representative immunohistochemical staining of TNFa in SHRSP ± pioglitazone after
20 weeks of treatment. TNFci appears as brown grey, whereas nuclei appear as blue spots.
Negative controls were incubated with non-immune rabbit IgG in place of primary







































Figure W-8: Left ventricule expression of TNFŒ, PECAM, VCAM-1, COX-2 in SHRSP.
(B) Top: Representative immunoblots of LV PECAM and f3-actin in SHRSP ± pioglitazone
after 20 weeks of treatment. Bottom: Resuits are mean ± SD (n = 4). *, P < 0.05 vs.
SHRSP. (C) Iop: Representative immunoblots of LV VCAM-1 and f3—actin in SHRSP ±
pioglitazone after 20 weeks of treatment. Bottom: Resuits are mean ± SD (n = 4). (D) Top:
Representative immunoblots of LV COX-2 and f3-actin in SHRSP ± pioglitazone after 20
weeks oftreatment. Bottom: Resuits are mean ± SD (n = 4). t, P <0.01 vs. SHRSP.
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Figure W-9 : Left ventricule expression of Bax and p53 in SHRSP. (A) Top:
Representative immunoblot of LV Bax in SHRSP ± pioglitazone after 20 weeks of
treatment. Bottom: Results are mean ± SD (n = 3). t, P < 0.01 vs. SHRSP. (B) Top:
Representative immunoblot of LV p53 in SHRSP ± pioglitazone after 20 weeks of
treatment. Bottom: Results are mean ± SD (n = 3). t, P <0.01 vs. SHRSP.
SHRSP SHRSP-PIO
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12. Discussion
L’Ang II est le principal agent du SRAA et joue un rôle important dans le
développement de l’HTA pouvant mener à différentes complications cardiovasculaires
comme l’hypertrophie cardiaque, l’insuffisance rénale et cardiaque, la maladie coronaire,
l’infarctus du myocarde et des accidents cérébrovasculaires. L’Ang II est impliquée dans
plusieurs processus vasculaires comme la contraction, la migration, la croissance et
l’apoptose des CMLV ainsi que la déposition de la MEC retrouvée dans les processus de
remodelage vasculaire. II engendre la dysfonction endothéliale en affectant directement les
CE et en stimulant la synthèse d’autres agents vasoconstricteurs comme I’ET-l et
favorisant ainsi l’HTA. Aussi, l’Ang II augmente la migration de cellules inflammatoires et
stimule la synthèse de plusieurs marqueurs inflammatoires (protéines d’adhésion,
cytokines, facteurs de transcription) au niveau vasculaire et cardiaque. L’importance de
l’Ang II, dans le développement de ces évènements physiologiques et moléculaires, a été
démontrée à partir de différents modèles expérimentaux et génétiques d’HTA ainsi que
différentes études cliniques qui ont fait usage d’IECA ou d’ARA chez des patients
hypertendus. Depuis peu, les TZD ont démontré avoir, en plus de leurs effets
insulinosensibilisateurs, des effets inhibiteurs contre les actions stimulatrices de l’Ang II
sur la contraction, la croissance et la migration cellulaire ainsi que sur l’inflammation
retrouvée dans I’HTA. Par conséquent, la compréhension des mécanismes moléculaires par
lesquels les activateurs de PPARy affectent les mécanismes activateurs de l’Ang II au
niveau vasculaire, contribuera au développement de stratégies pharmacologiques ou même
génétiques permettant de diminuer ou prévenir le remodelage vasculaire observé dans
l’HTA.
La discussion portera donc sur les effets inhibiteurs des activateurs de PPARy sur les
différentes voies de signalisation intracellulaire impliquées dans la croissance cellulaire
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induite par l’Ang II, particulièrement la voie ERK1/2 et PI3K. Aussi, cette section portera
sur la régulation par l’Ang II et les TZD tel que la rosiglitazone sur ces voies de
signalisation dans différents types de vaisseaux. Finalement, cette discussion permettra
d’approfondir les effets à long terme d’un traitement avec des TZD sur les actions pro-
inflammatoires de l’Ang II dans le coeur de rats SHRSP. Cette section se veut aussi une
mise en évidence des liens qui existent entre ces différentes études ainsi qu’à
l’enrichissement d’études antérieures.
12.1 L’Ang II, ses récepteurs et PPARy
L’Ang II induit ses effets par son association avec les récepteurs AT1 et AT2.
L’activation du récepteur AT1 est la voie principale menant aux effets activateurs de l’Ang
II. Une fois activé, le récepteur AT1 mène à une cascade d’évènements moléculaires qui
favorisent la contraction, la migration et la croissance cellulaire retrouvées dans le
remodelage vasculaire et dans l’HTA. La régulation de ce récepteur est, par conséquent,
une étape importante pour l’altération des effets activateurs de l’Ang II. De façon
intéressante, nos études démontrent des variations d’expression du récepteur AT1 entre
l’aorte et les artères mésentériques de rats infusés à l’Ang II pendant une période de sept
jours. Cette première observation suggère des mécanismes différentiels de régulation de ce
récepteur selon le type de vaisseau. Ceci n’est pas surprenant si l’on considère leurs
différences structurelles et fonctionnelles. Toutefois, les différences entre ces vaisseaux ne
sont pas uniques en ce sens qu’une étude récente a démontré une régulation opposée de la
synthèse de 02 . - entre l’aorte et les artères mésentériques (289). Effectivement, dans cette
étude, l’infusion à l’Ang II chez des souris déficientes pour la SOD extracellulaire a
favorisé, dans l’aorte, une diminution de 02 - intracellulaire et extracellulaire, une
augmentation de la production du NO et une vasodilatation dépendante de l’endothélium.
Toutefois, dans les artères mésentériques une augmentation de 02 - et une diminution de
vasodilatation dépendante de l’endothélium a été observée. Dans ce même modèle, le
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cotraitement avec une TZD, la rosiglitazone, permet de contrebalancer les effets de l’Ang II
sur l’expression de ce récepteur. II est à noter que la rosiglitazone seule n’a aucunement
affecté l’expression du récepteur AT1 dans l’aorte ou les artères mésentériques. Ces
évidences proposent PPARy comme un facteur régulateur des effets de l’Ang II dans ces
vaisseaux. De façon similaire, le traitement in vitro à la rosiglïtazone seule pendant une
période de 24 heures n’a pas affecté l’expression des récepteurs AT1 et AT2 dans les
CMLV dérivées d’artères mésentériques (annexe, figure 1). Cette étude in vitro poursuit les
études de Takeda et colt, qui ont démontré que le traitement à la troglitazone, pendant une
période de 24 heures dans les CMLV aortiques, n’affecte pas l’expression du récepteur AT1
(290). Cependant, ce TZD a affecté l’expression de l’ARNm et protéique du récepteur AI1
dans les premières heures du traitement, effet qui s’est estompé de la sixième à la 24ième
heure de traitement. Ainsi, l’ensemble de ces faits suggère que les TZD sont des agents qui
ont le potentiel de réguler l’expression des récepteurs de l’Ang II en fonction du tissu et du
temps de stimulation et par conséquent, de jouer un rôle important dans le remodelage
vasculaire induit par l’Ang II. Malgré le fait que quelques données démontrent
l’implication des TZD sur la régulation des récepteurs de l’Ang II et sur les effets
biologiques leur étant associés, la caractérisation des voies de signalisation de l’Ang II qui
en sont affectées nécessite d’être étudiée.
12.2 L’Ang II et la voie ERK1/2
Les voies de signalisation associées aux MAPK ont été grandement étudiées pour
leurs implications dans les différents processus physiologiques comme l’hyperplasie et
l’hypertrophie cellulaire ainsi que dans l’activation des voies inflammatoires. L’Ang II
permet d’activer de façon aigu et chronique cette voie de signalisation impliquée dans les
processus de remodelage vasculaire. En effet, nos études in vitro démontrent que la
stimulation à l’Ang II, dans les CMLV dérivées d’artères de résistance d’origine
mésentérique, permet d’activer la voie ERK1/2 dès les premières minutes. Ceci confirme
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nos études antérieures faites sur ce même type de cellules (175,179). De plus, ces résultats
vont dans le même sens que ceux obtenus par d’autres groupes qui ont évalué l’activation
des ERK1/2 dans les CMLV aortiques (291,292). De façon similaire, chez le rat SD, une
infusion chronique d’Ang II pendant une période de 7 jours augmente l’activité des
ERK1/2 dans l’aorte. Cependant, l’activité de cette voie de signalisation par l’Ang II n’a
pas été observée dans les artères mésentériques. Ces résultats démontrent la régulation
différentielle de la voie ERK1/2 par l’Ang II entre une artère de conductance (l’aorte) et
une artère de résistance (artère mésentérique) (schéma synthèse, figure V-1).
CMLV d’artères
de résistance Artères de Artères de
résistance conductance
Ang IIIAT1 Ang II/AT1 Ang II/AT1
J, j,






j, Croissance cellulaire et J,
Facteurs de remodelage vasculaire Facteurs de
transcription indépendant de la voie ERK1/2 transcription
Croissance cellulaire Croissancece1lu1aire et
remodelage vasculaire
Figure V-1 : Schéma synthèse de nos études sur l’activation de la voie ERK1/2 par l’Ang II
et son implication dans les processus menant à la croissance cellulaire et au remodelage
vasculaire.
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De plus, malgré le fait que les résultats obtenus in vitro (CMLV d’artères mésentériques) ne
correspondent pas à ceux observés in vivo (artères mésentériques), en ce qui concerne la
voie ERK1/2, il est juste de croire que la régulation et l’environnement tissulaire retrouvés
in vivo permettent d’altérer les mécanismes activateurs de l’Ang II sur les CMLV. Dans ce
contexte, il a été démontré que le tissu adipeux qui entoure les artères du territoire
mésentérique, peut affecter de façon paracrine la fonction vasculaire (293). Ceci est
particulièrement plausible si l’on considère que ce tissu contient beaucoup de récepteurs
AT (294). Par conséquent, l’activation de plusieurs voies de signalisation de Ï’Ang II a pu
avoir lieu et ainsi permettre la synthèse de plusieurs molécules qui ont pu être libérées et
agir de façon paracrine sur les CMLV. Hormis les effets activateurs paracrines des tissus
avoisinants, d’autres facteurs stimulants permettent l’activation et/ou la potentialisation des
effets de l’Ang II sur ces tissus. En effet, il a été démontré que la stimulation combinée
d’Ang II et d’aldostérone sur des CMLV en culture active de façon importante la voie
ERKY/2 (295). Cet effet synergique mitogénique de ces deux composantes du SRAA
permet d’appuyer le fait que l’inhibition de ce système permettrait d’atténuer le remodelage
vasculaire. À ce propos, une étude de notre laboratoire a démontré l’importance de
l’aldostérone sur les mécanismes activateurs de l’Ang II sur le remodelage vasculaire.
L’inhibition de l’aldostérone par la spironolactone (un antagoniste des récepteurs
minéralocorticoïdes) diminue les effets hypertrophiants de l’Ang II dans l’aorte de rats
infusés à l’Ang II pour une période de 14 jours (296). Cependant, cette étude ne mentionne
pas si la voie des ERK1/2 est impliquée dans les processus menant au remodelage
vasculaire dans ce modèle. Toutefois, il est clair que l’activation des voies des MAPK,
spécialement celle des ERKY/2, est impliquée dans les processus stimulateurs de l’Ang II
menant au remodelage vasculaire. Cela dit, malgré le fait que notre étude in vivo ne
démontre pas d’alteration sur l’activité des ERK1/2 dans les artères de résistance après un
traitement de sept jours à l’Ang II, il est possible d’iinmaginer qu’une période plus longues
d’infusion à l’Ang II puisse altérer la phosphorylation de cette kinase.
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12.3 Les activateurs de PPARy et la voie ERK1/2
Comme il a été mentionné précédemment, le SRAA est impliqué dans les
mécanismes activateurs menant à la croissance cellulaire et au remodelage vasculaire. Nos
études ainsi que celles d’autres chercheurs démontrent le rôle stimulateur de l’Ang II dans
la croissance cellulaire retrouvée dans les artères mésentériques. En effet, une infusion
aigu d’Ang II pendant une période de 24 heures chez le rat SD induit dans ce tissu, ainsi
que dans l’aorte, une augmentation de la synthèse protéique associée à une augmentation de
l’activation de la voie ERK1/2 (297). Aussi, l’infusion chronique à l’Ang II pendant une
période de sept jours chez le rat SD induit l’augmentation d’expression des protéines cdk4
et cycline Dl en plus d’une augmentation de la synthèse d’ADN (123). Ces événements ont
été prévenus par le cotraitement à la rosiglitazone et la pioglitazone (123). Néanmoins, les
cibles moléculaires sur lesquelles les activateurs de PPAR’y affectent la croissance cellulaire
lors d’une stimulation à l’Ang II n’ont pas été identifiées. Nos études démontrent que la
rosiglitazone inhibe les effets activateurs de l’Ang H sur la voie ERK1/2 dans l’aorte de rat
SD mais non pas dans les artères mésentériques. De façon intéressante, cette étude
démontre aussi que, dans l’aorte, le traitement à la rosiglitazone seule augmente l’activité
des ERK1/2 sans en affecter l’expression. Cette réponse physiologique est en corrélation
avec les études in vitro du Takeda et cou. Ceux-ci ont démontré qu’une stimulation aiguê à
la PGJ2 ou avec différents TZD sur des CMLV aortiques induit une augmentation de la
phosphorylation des ERKÏ/2. Aussi, l’activation de ces kinases semble être dépendante de
la voie PI3K (29$). Toutefois, nos études ne démontrent aucune variation d’activité de la
protéine ERKY/2 dans les artères mésentériques de rats traités à la rosiglitazone seule. De
façon intéressante, nos études in vitro appuient cette observation par le fait qu’un
prétraitement à la rosiglitazone ou la PGJ2 pour une période de 24 heures n’a pas altéré
l’activité des ERK1/2. Le fait que les TZD activent les ERK1/2 dans les CMLV aortiques,
in vitro et in vivo, est en soi un résultat important qui se doit d’être discuté.
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12.3.1 L’activation des MAPK par les agonistes des PPAR
Nous avons démontré, in vivo mais pas in vitro, qu’un traitement chronique à la
rosiglitazone a permis d’augmenter l’activité de ERKÏ/2 dans l’aorte de rats SD. Malgré le
fait que ces résultats semblent en opposition avec les effets inhibiteurs de la rosiglitazone
sur la voie de signalisation des MAPK, certaines données démontrent l’effet activateur de
ce TZD sur ces dernières. Effectivement, une accumulation de données démontre que les
agonistes des PPAR ont des effets indépendants de l’activation directe des PPAR et
permettent l’activation des protéines MAPK. (tableau V-l).
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Ligand Type cellulaire MAPK activée Références
PPARŒ
DHA CMLV mésentériques de rats p38 (299)
Acide rétinoïque Adipocytes de rats ERK1/2, p38 (300)
Acide linoléique CMLV aortiques de rats ERK1/2 (301)
PPARy
15d-PGJ2 Cellules mésengiales humaine ERK1/2, aucun effet (302)
sur p38 ou JNK
Astrocytes de rats ERK1/2, p38 et JNK (303)
CMLV aortiques de rats ERK1/2 (29$)
CMLV mésentérique de rats Aucun effet sur
ERK1/2 *
Ciglitazone Cellules mésengiales Aucun effet (302)
Astrocytes de rats ERK1/2, p38 et JNK (303)
Troglitazone CMLV aortiques de rats ERK1/2 (298)
HepG2 p38, JNK, aucun effet (304)
(cellules d’hépatocarcinome) sur ERK 1/2
GN4 p38, ERK1/2, aucun (305)
(cellules épithéliales de foie) effet sur JNK
PiogÏitazone Coeur de rats ERK1/2 (306)
Rosiglitazone Adipocytes de rats ERK1/2, p38 (300)
Astrocytes de rats Aucun effet (303)
CMLV mésentériques de rats Aucun effet sur
ERK1/2 *
* figure II-3 de cette thèse.
Tableau V-1 : Activation des MAPK par certains ligands des PPAR dans différents types
cellulaires.
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Plusieurs évidences suggèrent que l’activation des PPAR et des MAPK, par certains
activateurs des PPAR sont des évènements distincts. Par exemple, tout en activant PPARç
la ciglitazone peut activer dans les astrocytes les MAPK (ERK1/2, p38 et JNK) mais la
rosiglitazone, un agoniste structurellement similaire, ne parvient pas à induire la
phosphorylation de ces kinases dans ce type cellulaire (303). Aussi, dans une lignée
cellulaire dépourvue du gène PPARu, la stimulation avec un agoniste spécifique de PPARu
stimule la synthèse de gènes de façon MAPK (ERK1/2 et p38) dépendante (307). Ainsi,
dans nos études, il est raisonnable de croire que certains mécanismes spécifiques
indépendants de PPAR7 ont pu être activés dans les cellules qui composent l’aorte et non
pas dans celles qui composent les artères mésentériques. Cependant, peu d’information est
disponible afin d’expliquer les mécanismes d’activation des MAPK par les activateurs des
PPAR. Néanmoins, une étude a démontré que la troglitazone et la ciglitazone permettent
d’augmenter la réponse au stress en augmentant la libération de Ca2 en interagissant
directement avec le réticulum endoplasmique de cellules souches embryonnaires (308). Ce
type de réponse de stress est associé à l’activation des MAPK (JNK et p38). li est clair que
les agonistes de PPAR7 permettent d’induire la libération de Ca2 dans ce type de cellules.
Néanmoins, il reste à démontrer si l’activation dépendante des MAPK par les activateurs de
PPARy nécessite l’implication du Ca2. Dans un contexte se rapprochant de nos études, il
est à noter que ce phénomène n’est peut-être pas retrouvé dans les CMLV d’artères de petit
calibre qui sont impliquées dans l’HTA. En effet, dans les CMLV, la libération de Ca2
favorise la contraction cellulaire et par conséquent, la contraction vasculaire. Nos études
appuient des données dèjà publiées qui démontrent que le traitement pendant sept jours
avec différents TZD n’affecte pas la PA de rat (123). Néanmoins, il est aussi probable que
les activateurs de PPARy puissent activer la libération de Ca2 dans les CE et ainsi favoriser
la libération du facteur hyperpolarisant dépendant de l’endothélium. Ceci aurait comme
conséquence de favoriser la vasodilatation. Malgré tout, si l’activation des MAPK/Ca2 par
des agonistes de PPAR7 survenait dans les CMLV d’artères de résistances, les effets
activateurs de ces derniers sur la contractilité cellulaire pourraient être diminués par la
163
libération d’agents vasodilatateurs de source endothéliale suite à l’activation de la voie
MAPKICa2 des CE. Ainsi, il y aurait un mécanisme régulateur contractionlvasodilatation
entre ces deux types cellulaires soumis aux mêmes agonistes du récepteur PPAR7. À la
lumière de ces spéculations, il est possible que la somme de ces évènements représente, en
partie, nos résultats obtenus sur la PA des rats étudiés. En effet, nos études démontrent que
le traitement pendant sept jours avec différents TZD n’affecte pas la PA de rat. Cela dit, un
autre mécanisme d’activation des MAPK par les ligands des PPAR7 a été proposé. En effet,
Gardner et coït, ont démontré que des activateurs de PPARy permettent l’activation des
ERK1/2 via la phosphorylation du récepteur EGFR. Leurs études ont démontré que
l’activation du récepteur EGFR dépend de l’activation de Src et de DRO par les activateurs
de PPARÏ (305). Ainsi, dans notre étude, ce type d’évènement pourrait aussi être retrouvé
et ainsi expliquer l’augmentation d’activité des ERK1/2 dans l’aorte de rats SD
chroniquement traités à la rosiglitazone. À la lumière de ces évidences, ils seraient cohérant
de croire que les activateurs de PPARy puissent réguler la croissance et la migration
cellulaire observée dans le remodelage vasculaire indépendemment de l’Ang II. Ceci relève
toutefois de la spéculation, car aucune étude n’a démontré, in vivo, l’implication des
activateurs de PPARy sur l’activation des ERK1/2 dans le remodelage vasculaire en
absence du SRA. Néanmoins, chez le rat SD normotendu, le traitement avec des activateurs
de PPARy n’altèrent pas la croissance cellulaire ou la synthèse de MEC d’artères
mésentériques ou aortiques. Dans ce même modèle animal, l’activation de PPARŒ dans le
coeur ne semble pas favoriser le remodelage cardiaque, mais inhibe ce phénomène chez un
rat infusé à Ï’Ang 11(123,230). Cela dit, l’implication des activateurs de PPARy sur
l’activation des MAPK est un domaine fort intéressant qui se doit d’être approfondi,
considérant leur importance et leur utilisation dans le domaine clinique.
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12.3.2 La régulation des PPAR par les MAPK
Un autre aspect important dans la régulation de la voie PPARJMAPK est
l’implication des MAPK dans la régulation de l’activité des PPAR. Nos données
démontrent une diminution significative de l’activité de PPAR7 et une tendance de
diminution d’expression de ce récepteur dans les artères mésentériques de rats infusés à
l’Ang II pendant une période de sept jours. Néanmoins, dans notre étude, nous n’avons pas
approfondi ce phénomène considérant notre hypothèse. Cela dit, plusieurs évidences
démontrent l’importance des MAPK dans le contrôle de l’activité transcriptionnelle des
PPAR. De façon intéressante, certaines études démontrent que l’activation des ERK1/2 et
p38 permet de phosphoryler directement PPARŒ et augmente, par conséquent, son activité
transcriptionnelle (309,310). Ces mêmes MAPK ont l’effet inverse en diminuant l’activité
transcriptionnelle de PPARy suite à la phosphorylation de ce récepteur (311,312). Ceci
suggère que les activateurs des PPAR permettent l’activation directe des PPAR mais
contribuent aussi à réguler indirectement l’activité de ces facteurs de transcription en
activant les voies de certaines protéines kinases. Il est logique de croire, en se basant sur la
section précédente, que ce type de régulation peut varier en fonction des agonistes des
PPAR ainsi qu’en fonction des tissus cibles. Ce phénomène d’activation indirecte ne
semble pas être limité aux PPAR car d’autres récepteurs nucléaires peuvent être régulés par
les MAPK. Ceci est particulièrement vrai pour le récepteur aux oestrogènes (ER). En effet,
une étude a démontré qu’en plus de son potentiel pour activer le récepteur ER, l’oestrogène
permet d’activer la voie des MAPK et certains co-activateurs, amplifiant ainsi l’activité
transcriptionnelle des récepteurs ER (313). Dans nos études, il est fort probable qu’une
boucle d’activation/inhibition des PPAR se déroule suite à l’activation des MAPK par
l’Ang II ou d’autres facteurs stimulants comme l’aldostérone et l’ET-l. Néanmoins, dans
notre seconde étude, la baisse d’activité de PPAR’y par 1’Ang II pourrait être une
conséquence indépendante de la voie ERK1I2. Ceci est appuyé par le fait que l’activité des
ERK1/2 a été inchangée dans les artères mésentériques de rats infusés à Ï’Ang II. Par
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conséquent, il est possible que les voies MAPKIp38/JNK puissent être responsables de ces
observations.
12.4 Les activateurs de PPARy et la voie de la PI3K
La voie de signalisation PI3K est une voie clé dans différents processus de
régulation cellulaire. Plusieurs molécules comme l’Ang II, l’ET-l, l’insuline, le PDGF ou
l’EGF, activent cette voie de signalisation dans plusieurs types cellulaires. Dans nos études,
nous avons évalué les effets inhibiteurs d’activateurs de PPAWy sur la voie PI3KIAkt
stimulée par l’Ang II. Nos études in vitro corrèlent partiellement avec nos données
obtenues in vivo en ce qui concerne l’activation de cette voie de signalisation par l’Ang II et
son inhibition par un cotraitement avec des activateurs de PPARy. En effet, une stimulation
aigu ou chronique à l’Ang fi favorise l’activation de la PI3KIAkt, le tout étant associée à
une augmentation de la croissance cellulaire (schéma synthèse, figure V-2).
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Figure V-2 : Schéma synthèse de nos études sur l’activation de la voie PI3K par l’Ang II et
son implication dans les processus menant à la croissance cellulaire et au remodelage
vasculaire.
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Dans ces différentes études, la rosiglitazone a permis de prévenir l’activation de la voie
PI3K par l’Ang fi. Néanmoins, le traitement à la rosiglitazone seule a semblé avoir un
potentiel activateur sur cette voie de signalisation. Effectivement, dans les artères
mésentériques de rats traités à la rosiglitazone seule, une augmentation de la
phosphorylation de cette protéine a été observée tandis que dans l’aorte, aucune variation
n’a été détectée. Par contre, dans les CMLV d’origine mésentérique, la stimulation à la
rosiglitazone n’a pas induit la phosphorylation d’Akt/PKB. Par conséquent, ce type de
phénomène démontre encore une fois les mécanismes différentiels stimulateurs
d’activateurs de PPAR7 en fonction du traitement et du type vasculaire. Ce phénomène
activateur de TZD sur la voie de signalisation PI3KJAkt/PKB n’est pas nouveau. Une étude
a effectivement démontré l’effet d’activateurs de PPAR7 (pioglitazone, troglitazone et 15d-
PGJ2) sur l’activation de la PI3KIAktJPKB dans les CMLV d’aortes en culture. Toutefois,
cette étude in vitro réalisée par Takeda et colt, ne démontre pas les mêmes résultats que les
nôtres (298). D’une part, dans notre étude in vitro, nous n’avons pas observé la
phosphoryÏation d’Akt/PKB dans les CMLV dérivées d’artères mésentériques. Aussi, dans
notre étude faite chez les rats traités uniquement à la rosiglitazone, aucune altération de la
phosphorylation d’Akt/PKB n’a été observée dans l’aorte. D’autre part, nous avons observé
une augmentation de celle-ci dans les artères mésentériques de ces mêmes rats. Avec les
informations précédentes, nous pouvons tout d’abord mentionner que les TZD utilisés entre
leur étude et la nôtre n’étaient pas les mêmes et que les temps de stimulation étaient aussi
différents. Effectivement, Takeda et colt. ont stimulé leurs cellules sur une courte période
de temps (15 minutes) et ont ensuite mesuré les effets des agonistes de PPARy sur
l’activation d’AktJPKB (298). Ainsi, il est inexacte d’affirmer, à partir de nos conditions in
vitro, que les mécanismes stimulateurs des activateurs de PPARy ne puissent survenir. fl est
probable qu’une stimulation rapide avec des TZD puisse activer la voie PI3K/Akt/PKB
dans nos cellules. Mais le fait reste que dans notre étude, une stimulation de 24 heures avec
des agonistes de PPARy (rosiglitazone et 15d-PGJ2) n’a pas affecté l’activation de la voie
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PI3KIAkt/PKB. Par conséquent, nos études sont assez différentes de celles de Takeda et
colt. À la lumière de ces informations, le tout suggère une régulation temporelle des
agonistes de PPARy. Effectivement, il est probable que les protéines kinases (MAPK et
Akt/PKB) puissent être régulées par des vagues d’activation. Ainsi, nous pouvons suggérer
que dans notre étude sur des cellules en culture, le sommet d’activation de
PPARy/AktJPKB ait été franchit et, par conséquent, nous n’avons pas été en mesure
d’observer une altération d’activité pour ces derniers. Cette hypothèse peut aussi
s’appliquer pour l’activation d’AktIPKB dans l’aorte. Toutefois, le tout n’explique pas
l’activation d’Akt/PKB dans les artères mésentériques. Une explication raisonnable serait
que les artères mésentériques aient une fonction différente de celle de l’aorte et que
l’environnement tissulaire de ces vaisseaux soit également différent. II est à noter que le
gras mésentérique est une source riche en PPARy et que l’activation de ces derniers
pourrait permettre la synthèse d’agents capables d’activer, de façon paracrine, la voie de
signalisation PI3K des cellules qui composent les artères mésentériques.
12.5 Les activateurs de PPARy et la croissance cel]ulaire associée à la voie de la
PI3K et des MAPK
Comme il a été mentionné tout au long de cette thèse, l’Ang II permet d’induire la
croissance cellulaire en activant les voies de signalisation MAPK et P13 K. Dans notre
étude, ce phénomène a été démontré par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la MEK
(PD9$059) et un inhibiteur réversible de la sous-unité catalytique pi 10 de la PI3K
(LY294002) (annexe, figures 2 et 3). Le tout nous a permis de démontrer le rôle majeur de
la voie des ERKY/2 et PI3K dans la croissance de CMLV dérivés d’artères mésentériques.
Ces études confirment des études antérieures réalisées dans notre laboratoire (179,3 14). En
analysant ces études d’incorporation de thymidine tritiée, il est intéressant d’observer que
l’inhibition de la voie des ERK1/2 ou celle de la PI3K, inhibe complètement la synthèse
d’ADN dans les CMLV. Ce résultat nous permet de suggérer qu’une voie de signalisation
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est en amont de l’autre. Ceci est appuyé par le fait qu’une étude, réalisée dans notre
laboratoire, a démontré que l’inhibition de la PI3K dans des CMLV stimulées à l’Ang II,
inhibe la phosphorylation des ERK1/2 (179). Par conséquent, il est possible que l’inhibition
de la voie de signalisation de la PI3K par les activateurs de PPARy puisse atténuer
l’activation de la voie ERK1/2. Appliquée à nos résultats, ce type d’hypothèse pourrait
expliquer la régulation à la baisse de la voie ERK1/2 dans l’aorte. Le fait que ce
phénomène ne soit pas observé dans les artères mésentériques, nous permet, encore une
fois, de proposer une régulation différente des activateurs de PPARy et des voies de
signalisation PI3K et MAPK dans l’aorte et les artères mésentériques. Nos études
démontrent clairement que l’inhibition de ces voies de signalisation par des agonistes de
PPARy est associée à une diminution de la croissance cellulaire stimulée par l’Ang 11.
12.5.1 Les activateurs de PPARy, la croissance cellulaire et la protéine régulatrice 4E-
BP1
La synthèse protéique est une étape majeure dans la régulation et la progression de
la croissance cellulaire. Comme il a été mentionné, l’Ang II favorise la croissance cellulaire
via l’activation de différentes voies de signalisation comme la voie MAPK ou PI3K. Nous
avons aussi démontré un chevauchement de ces voies de signalisation (179). Celles-ci sont
impliquées dans les processus de synthèse protéique (179,297,3 14). Entre autres,
l’activation de ces protéines kinases permet de phosphoryler la protéine de ségrégation 4E-
BP1 afin de libérer et d’activer le facteur d’initiation de la traduction eW4E (196,3 15).
L’activation de ce facteur d’initiation peut aussi être augmentée par différentes MAPK
(p38, ERKÏ/2 et JNK) afin de stimuler la synthèse protéique (222). Nos études faites sur
des CMLV d’artères mésentériques ont démontré l’importance de l’Ang II sur la
phosphorylation de la protéine 4E-BP1 associée à la croissance cellulaire. De plus, une
augmentation de la phosphorylation de 4E-BP1 a été observée dans les artères
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mésentériques de rats infusés à J’Ang II pendant une période de sept jours. Toutefois,
aucune variation n’a été observée dans l’aorte de ces mêmes rats. Malgré le fait que l’Ang
II favorise la croissance cellulaire et le remodelage tissulaire de l’aorte, il est juste de
mentionner que d’autres voies de synthèse protéique peuvent s’imposer. fi est probable que
dans ce vaisseau, une voie de signalisation alternative comme celle de la p7OS6K ou de
l’eW2E soit plus importante pour induire les processus de synthèse protéique et de
croissance cellulaire. En effet, il a été démontré dans des cellules aortiques en culture, que
les voies FRK1/2 et PI3K/AktIPKB étaient nécessaires pour activer la protéine p7OS6K
impliquée dans la synthèse protéique (220). Ainsi, il est possible que dans les artères
mésentériques de rats infusés à l’Ang II, le manque d’activité des ERK1/2 puisse affecter la
synthèse protéique dépendante de la voie p7OS6K et, par conséquent, stimuler
principalement la voie 4E-BP1 qui n’est pas dépendante des ERK1/2. De plus, ceci
permettrait aussi d’expliquer le faible niveau de phosphorylation de la 4E-BP1 dans l’aorte
des rats infusés à l’Ang II. Effectivement, dans ce vaisseau, l’activité des voies ERK1/2 et
PI3K est fortement induite. Le tout permettrait ainsi de stimuler majoritairement la voie
p7OS6K au détriment de celle associée à la 4E-BP1. L’utilisation d’un activateur de PPARy
a démontré, dans nos études, son potentiel comme agent inhibiteur de la croissance
cellulaire, en inhibant la protéine 4E-BP1 (schéma synthèse, figure V-3). Malgré le fait que
ces nouveaux résultats permettent de suggérer différentes voies d’activation sur la
croissance cellulaire, d’autres études seront nécessaires afin de décortiquer les composantes
majeures dans ces processus vasculaires. Ceci est particulièrement vrai, si l’on considère le




Figure V-3 Schéma synthèse de nos études sur les effets inhibiteurs de PPARy sur
l’activation des voies de signalisation des ERKY/2 et PI3K par l’Ang II dans la croissance
cellulaire.
12.6 PPARy et la résistance à l’insuline dans l’HIA
En clinique, les TZD sont utilisés chez les patients diabétiques résistants à l’insuline
afin d’augmenter leur sensibilité à celle-ci. Ces agents pharmacologiques, qui ne sont pas
utilisés comme traitement pour corriger ou prévenir I’HTA, ont toutefois des effets
bénéfiques autres qu’améliorer la réponse à l’insuline. En effet, les TZD ont plusieurs
propriétés anti-inflammatoires (section 10.4) et permettent de diminuer la croissance
cellulaire et le remodelage vasculaire observé dans l’HTA (123). Chez le rat
insulinorésistant SHR, ainsi que chez des patients diabétiques de type 2, un remodelage




























d’activateurs de PPAR7 chez ces sujets permettrait possiblement de diminuer ce
remodelage vasculaire. Chez le rat DOCA-sel, nous avons démontré que le traitement à la
rosiglitazone permet de prévenir le remodelage hypertrophique des artères de résistance.
Néanmoins, les voies de signalisation par lesquelles la rosiglitazone induit ses effets
inhibiteurs, dans ce modèle, n’ont pas été évaluées (280). Comme nous l’avons mentionné,
la voie de signalïsation PI3K/AktIPKB est impliquée dans la croissance cellulaire et la
synthèse de MEC retrouvée dans le remodelage tissulaire (318,319). De plus, cette voie de
signalisation est aussi impliquée dans le métabolisme du glucose induit par l’insuline.
Certaines études démontrent l’importance d’isoformes spécifiques d’AktJPKB dans ces
différents processus intracellulaires. Ces données ont été démontrées à partir de modèles de
souris invalidés pour ces gènes. D’une part, certaines études ont démontré l’importance de
l’isoforme Akt-l/PKBu dans la croissance cellulaire. Effectivement, des souris invalidées
pour le gène d’Akt-1/PKBx sont phénotypiquement très petites avec une augmentation de
l’apoptose cellulaire. Néanmoins, ces souris ont une tolérance normale au glucose et ne
présentent aucune forme d’hyperinsulinémie ou d’hyperglycémie (320,321). D’autre part,
des souris invalidées pour le gène d’Akt-2/PKBf3 ne présentent aucune anomalie de
croissance, mais ont une résistance à l’insuline caractérisée par une hyperinsulinémie et une
hyperglycémie (322). Ces évidences démontrent l’importance de ces différentes isoformes
d’Akt/PKB dans la régulation cellulaire. Malheureusement, nos études ne discriminent pas
les différentes isoformes d’AktJPKB. Par conséquent, il est probable que l’Ang II puisse
avoir des effets importants sur la régulation de ces isoformes. De façon spéculative, l’Ang
II permettrait de stimuler l’activation d’Akt-lIPKBŒ impliquée dans la croissance cellulaire
et d’inhiber l’activation d’Akt-2IPKBI3 qui est impliquée dans le métabolisme du glucose.
Certaines études démontrent que l’activation des voies de signalisation de l’Ang II, médiée
par le récepteur AT1, favorise l’inhibition des voies de signalisation de l’insuline. En effet,
l’activation du récepteur AT1 permet de réguler le récepteur de l’insuline en favorisant la
phosphorylation de ce dernier sur ses résidus sérines. Aussi, l’activation du récepteur AT1
favorise la phosphorylation du substrat du récepteur de l’insuline (IRS-1) et de la
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PI3KIp85a sur leurs résidus sérines, empêchant ainsi leurs associations (323,324). L’Ang II
permet d’inhiber la mobilisation du glucose en inhibant la synthèse et la translocation du
transporteur GLUT4 (324). Mais aucune évidence précise ne démontre l’effet de l’Ang II
sur la voie de signalisation du récepteur à l’insuline/IRS-1/Akt-2. Dans nos études, nous
avons mesuré l’ensemble des isoformes d’AktJPKB. Cependant, nos études in vivo et in
vitro ne peuvent confirmer l’effet précis de l’Ang II sur l’activation ou l’inhibition des
différentes protéines Akt/PKB. Néanmoins, l’Ang H semble stimuler la protéine Akt
1/PKBŒ dans les CMLV (325). Ceci suit l’idée que l’Ang II et la protéine Akt-l/PKBŒ
soient impliquées dans les processus de croissance cellulaire. Dans nos études, le traitement
à la rosiglitazone a diminué les effets activateurs de I’Ang II sur l’activité d’Akt/PKB. Il est
probable que la rosiglitazone ait inhibé l’activation de la protéine Akt-1/PKBcx par l’Ang II.
Toutefois, dans notre étude iii vivo, le traitement chronique à la rosiglitazone seule a
augmenté l’activité d’AktJPKB dans les artères mésentériques de rats SD. Ceci pourrait
suggérer une augmentation de l’activité d’Akt-2IPKBI3 suite à une augmentation d’activité
des voies de signalisation de l’insuline. En effet, le traitement à la rosiglitazone stimule la
synthèse et l’activité du récepteur à l’insuline et du transporteur GLUT4 sans toutefois
provoquer une hypoglycémie (326,327). fl serait probable que cette activation d’Akt
2/PKBI3 puisse être impliquée dans les processus de vasodilatation dépendante de
l’endothélium. Malgré le fait que nos études ne discriminent pas les effets individuels des
isoformes d’AktIPKB, l’ensemble de ces données démontre l’importance de celles-ci dans
la résistance à l’insuline et l’HTA. Toutefois, plusieurs études supplémentaires devront être
réalisées afin de valider ces spéculations.
12.6.1 La pliosphatase SHIP2 et la régulation de l’activité de l’Ang II
L’Ang II et l’insuline permettent l’activation de la voie PI3K/Akt/PKB qui joue un
rôle important dans les processus cellulaires. En effet, ces deux peptides activent leurs
173
récepteurs et permettent de stimuler différentes voies de signalisation intracellulaire. Tel
que mentionné, différentes isoformes d’Akt/PKB peuvent être impliquées dans différentes
fonctions cellulaires. Néanmoins, les mécanismes moléculaires qui permettent d’activer
spécifiquement ces différentes isoformes sont encore méconnus. L’un des rôles importants
de la PI3K est de produire le PI(3,4,5)P3 à partir du PI(4,5)P7. Toutefois, la phosphatase
SHW2 permet de transformer le PI(3,4,5)P3 en PI(3,4)P2 et ainsi réguler leurs
concentrations intracellulaire. De façon générale, ces phospholipides sont importants pour
le recrutement et l’activation de la PDK et des différentes protéines AkUPKB à la
membrane cytoplasmique. Néanmoins, certaines études ont démontré que la principale
source de phospholipide nécessaire pour l’activation de la protéine Akt-1/PKBŒ est le
produit de la SHW2; le PI(3,4)P2 (328,329). Dans nos études, nous avons démontré qu’une
stimulation aigu ou chronique à l’Ang II augmente la phosphorylation de résidus tyrosine
de la SHW2. Sans toutefois démontré l’activité directe de cette enzyme en mesurant son
substrat, nous avons considérer la SHW2 phosphorylée comme étant la forme active.
Certaines évidences démontrent que la phosphorylation des résidus tyrosine de SHIP2 est
associée à l’activation de cette dernière et est impliquée dans l’adésion cellulaire, le
remodelage du cytosquelette ainsi que dans la migration cellulaire (330). Cela dit, il est a
priori possible que l’activation de SHIP2 ait augmenté la concentration de PI(3,4)P2 à partir
du PI(3,4,5)P3. Ainsi, la stimulation à l’Ang II aurait permis de favoriser une grande
production de PI(3,4)P2 et d’augmenter l’activité d’AktIPKB. D’une part, l’Ang II
favoriserait l’augmentation de l’activité de la PI3K, ce qui permettrait d’augmenter la
concentration en PI(3,4,5)P3 et, d’autre part, l’Ang II favoriserait l’activation de la SHW2
afin de transformer ce PI(3,4,5)P3 en phospholipide nécessaire pour le recrutement et
l’activation d’Akt-l/PKBŒ. Cela dit, nos résultats ont démontré que le prétraitement à la
rosiglitazone a permis de prévenir l’activation de SHW2 par l’Ang II dans les CMLV.
Cependant, le cotraitement à la rosiglitazone chez les rats infusés à l’Ang II n’a pas atténué
l’activité de SHW2. Ces données nous permettent donc de suggérer un effet préventif aigu
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de la rosigÏitazone sur la phosphorylation de SHW2 ainsi que sur la stimulation de la
croissance cellulaire dans les CMLV (schéma synthèse, figure V-3).
Plusieurs études ont démontré l’implication de la SHW2 dans le développement de la
résistance à l’insuline. Une mutation dans ce gène contribue au développement du diabète
de type 2 chez le rat et chez l’humain (331). Aussi, chez les souris hétérozygotes pour le
gène de SHW2, une augmentation de la clairance du glucose plasmatique est observée
lorsque comparée à celle des souris de type sauvage. Cependant, les souris invalidées pour
ce gène ont une une hypersensibilité à l’insuline et meurent quelques heures après la
naissance (332). Par conséquent, la régulation de cette phosphatase joue un rôle important
sur les voies de signalisation de l’insuline et, plus spécifiquement, sur la voie
PI3KJAktJPKB. Cela dit, contrairement à la protéine Akt-l/PKBŒ qui est dépendante du
PI(3,4)P2, certaines données démontrent que l’activation de la protéine Akt-2/PKBf3 est
dépendante du PI(3,4,5)P3 plutôt que du PI(3,4)P2 lors de stimulation à l’insuline (333). Par
conséquent, nous pouvons suggérer une nouvelle voie de signalisation par laquelle l’Ang II
pourrait induire ces effets inhibiteurs sur les voies de signalisation de l’insuline (schéma
proposé, figure V-4). Tout d’abord, l’Ang II permettrait de favoriser la croissance cellulaire
en stimulant Akt-l/PKBx par une augmentation de la production de PI(3,4)P2 via
l’activation de la PI3K et de la SHW2, puis inhiberait le métabolisme du glucose en
diminuant, entre autres, la concentration de PI(3,4,5)P3 nécessaire pour l’activation de la
protéine Akt-2IPKBI3.
En résumé, les patients diabétiques de type 2 ont une prévalence plus élevée au
développement de l’HTA. Chez ces patients, I’Ang II inhibe probablement l’effet
vasodilatateur de l’insuline en affectant ses voies de signalisation, particulièrement la voie
IRS-1/Akt-2/GLUT4. Cette voie de signalisation est principalement contrôlée par la SHW2
et les phosphatidylinositols membranaires. Nos études ont démontré que 1’Ang II peut
affecter la protéine SHW2 qui est impliquée dans la régulation de certains
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phosphatidylinositols importants pour la régulation des kinases AktJPKB. Aussi, nous
avons démontré que la rosiglitazone peut inhiber les effets activateurs de 1’Ang II sur la
phosphatase SHW2 dans les CMLV d’artères mésentériques. Malgré le fait que nous
n’avons pas étudié les mécanismes précis, ces évidences proposent des cibles moléculaires
intéressantes et importantes pour le développement d’agents permettant 1) de diminuer la
croissance cellulaire observée dans le remodelage vasculaire et 2) de sensibiliser les voies
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Figure V-4 Effets régulateurs de I’Ang II, via les voies de signalisation PI3KJAkt, sur la









12.7 PPARy dans le remodelage et l’inflammation cardiaque
L’une des conséquences importantes du remodelage des artères de résistance est
l’augmentation d’événements cardiaques comme le remodelage et l’inflammation du coeur
pouvant mener à la dysfonctïon et l’insuffisance cardiaque. Les patients diabétiques de type
2 ont une prévalence plus élevée de maladies cardiovasculaires. Ces patients développent
généralement une hypertrophie du coeur pouvant mener à une dysfonction et à
l’insuffisance cardiaque. En effet, les patients diabétiques résistants à l’insuline ont une
prévalence trois à cinq fois plus importante que les patients non-diabétiques au
développement d’insuffisance cardiaque (334). Malgré le fait que certaines études
démontrent que les TZD peuvent avoir des effets néfastes sur le coeur (chapitre I, section
10.4), un nombre considérable de données démontre les effets positifs d’activateurs de
PPARy sur le myocarde (254). Dans notre dernière étude, nous avons analysé, chez le rat
SHRSP, les effets à long terme d’un traitement à la pioglitazone sur l’inflammation et le
remodelage cardiaque. Plusieurs études démontrent que le SRAA est augmenté chez les rats
SHRSP et que ce système joue un rôle important dans les processus menant à
l’inflammation, au remodelage et à la dysfonction cardiaque (335,336). Nos données
démontrent que le traitement prolongé à la pioglitazone permet de diminuer l’inflammation
et l’hypertrophie du coeur chez les rats SHRSP.
12.7.1 Les activateurs de PPARy dans le remodelage cardiaque
Plusieurs processus sont impliqués dans le remodelage cardiaque. En plus de
l’altération du contenu en MEC, de la croissance et de la différentiation cellulaire
retrouvées dans le remodelage cardiaque, l’apoptose est aussi un mécanisme important
menant aux modifications de l’architecture du coeur. Dans le coeur, les cardiomyocytes, qui
sont des cellules différentiées, contribuent approximativement à 70% de la masse cardiaque
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et représentent environ 30% du nombre total de cellules ventriculaires. Cependant, les
fibroblastes cardiaques, pour leur part, représentent approximativement 70% du nombre
total de cellules du coeur et ce nombre est augmenté lors de maladies cardiaques (337).
Dans le coeur, le SRAA augmente la croissance des cardiomyocytes (hypertrophie
cellulaire) et des fibroblastes (hyperplasie cellulaire) le tout étant associé à une
augmentation de la fibrose (337). D’une part, notre étude démontre que le traitement à la
pioglïtazone a diminué la synthèse de collagène et d’autre part, qu’il a augmenté
l’expression de la protéine pro-apoptotique Bax dans le coeur de rats SHRSP.
En premier lieu, la pioglitazone a permis d’inhiber la synthèse de collagène uniquement au
niveau subépicardique des rats SHRSP. Tout d’abord, il faut mentionner que les
cardiomyocytes expriment un niveau très faible de récepteurs PPAWy (338). Cependant,
notre groupe, ainsi que d’autres, a démontré l’expression importante de PPAR’y dans les
fibroblastes et au niveau vasculaire (254,282). Aussi, il est important de mentionner que les
vaisseaux coronaires sont en quantité plus abondante dans la tunique externe du coeur
(l’épicarde) et moindre dans la tunique interne du coeur (endocarde) (12). fl est donc
probable qu’une quantité plus importante de récepteurs PPAWy se retrouve du côté
épicardique du coeur plutôt que du côté endocardique du coeur. Ainsi, la partie épicardïque
aurait bénéficié significativement des effets protecteurs de l’activation de PPAR7
comparativement aux autres tuniques du coeur (schéma proposé, figure V-5). Nos données
sont appuyées par celles de Tsuji et coït, qui ont démontré l’effet inhibiteur de la
pïoglitazone sur la synthèse de collagène et de DRO dans le coeur de rats diabétiques de
type 2 lorsque comparé à leur contrôle (339). Dans le même ordre d’idées, les effets
inhibiteurs de la pioglitazone sur la synthèse de collagène de type I ont aussi démontré dans
les fibroblastes cardiaques. Effectivement, Chen et cou, ont démontré que la pioglitazone
permet d’inhiber la synthèse de collagène et de MMP-l, dans les fibroblastes cardiaques,
suite à une stimulation à l’Ang 11(282). 11 faut cependant noter que cette étude a été réalisée
in vitro et qu’il est probable que chez l’animai, l’environnement cardiaque puisse jouer un
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rôle important sur la réponse des fibroblastes cardiaques. Par conséquent, notre étude ne
peut affirmer si la réduction de collagène observée est une conséquence directe de l’effet
inhibiteur de la pioglitazone sur les fibroblastes cardiaques.
En second lieu, la pioglitazone a augmenté la synthèse de Bax dans le ventricule gauche du
coeur des rats SHRSP, suggérant une augmentation de l’apoptose cellulaire. Comme nous
l’avons mentionné, le SRAA induit la croissance des fibroblastes cardiaques et favorise le
développement de l’hypertrophie du coeur. Par conséquent, l’activation de PPAR’y dans ce
type cellulaire, aurait pu induire le processus d’apoptose, caractérisé par une augmentation
de protéines Bax et ainsi, contrebalancer l’hypertrophie des cardiomyocytes observée dans
les processus de remodelage cardiaque. fl est possible que l’augmentation de Bax soit due à
l’apoptose des cellules inflammatoires retrouvées dans le coeur des rats SHRSP traités à la
pioglitazone. En effet, il a été démontré que les cellules inflammatoires sont riches en
récepteurs PPAR7 fonctionnels (340). En l’occurrence, il est probable que l’activation de
PPAR’y dans ces cellules favorise l’apoptose de ces dernières; le tout étant caractérisé par
une augmentation de l’expression de Bax. Ce type de raisonnement peut être appuyé par le
fait que l’activation de PPARci ou PPAR7 provoque l’apoptose des macrophages stimulés
par le TNFa (341). Ainsi, les mécanismes inflammatoires jouent un rôle important dans les
étapes qui mènent au remodelage vasculaire et cardiaque, le tout représentant des cibles
intéressantes qui nécessitent d’être approfondies. Dans notre étude chez les rats SHRSP, le
traitement à long terme à la pioglitazone aurait contrebalancé les effets stimulateurs du
SRAA sur le remodelage cardiaque en inhibant la synthèse de collagène et en favorisant
l’apoptose des fibroblastes cardiaques et des cellules inflammatoires.
12.7.2 Les activateurs de PPARy dans l’inflammation cardiaque
Comme nous l’avons précédemment mentionné, le SRAA favorise en plus de la
croissance cellulaire, les processus inflammatoires. Dans notre étude, le traitement à long
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terme à la pioglitazone a diminué, dans le coeur des rats SHRSP, plusieurs marqueurs
inflammatoires comme les facteurs de transcriptions NFicB et AP- 1, la cytokine TNFu, la
protéine d’adhésion PECAM et la protéine inflammatoire COX-2. Malgré le fait que
certaines données démontrent l’implication des MAPK et de la PI3K dans l’activation de
ces voies inflammatoires, nous n’avons pas mesuré l’implication de celles-ci dans les
processus inflanunatoires dans le coeur des rats SHRSP. fi a été démontré que l’activation
du facteur de transcription NFid3 favorise l’hypertrophie ventriculaire et que son inhibition,
par des co-activateurs de PPARy, diminue ses effets trophiques dans le tissu cardiaque
(342,343). Néanmoins, NFiB favorise aussi la transcription de plusieurs autres marqueurs
inflammatoires comme les cytokines et les protéines d’adhésion. L’augmentation de ces
marqueurs inflammatoires favorise, entre autres, le recrutement de cellules inflammatoires
et l’infiltration de ces dernières à travers les vaisseaux coronaires (344). De plus, ces
cellules favorisent la production de cytokines qui stimulent le recrutement d’autres cellules
inflammatoires qui, à leur tour, permettent de stimuler la différentiation et la croissance des
cellules vasculaires et cardiaques. Toutefois, le traitement à la pioglitazone a diminué
l’activité du facteur de transcription NFiB et par conséquent, l’inhibition de certaines voies
de signalisation impliquées dans l’inflammation et le remodelage du coeur. L’augmentation
de la protéine d’adhésion PECAM, qui favorise l’attachement des plaquettes sanguines au
niveau de l’endothélium, a aussi été inhibée par le traitement à la pioglitazone. fi est
probable que cet événement soit une conséquence de l’inhibition des facteurs de
transcription NFid3 et AP-1. En effet, il a été rapporté qu’il existe un site de liaison
fonctionnel pour NFxB dans le promoteur de PECAM (345). Par conséquent, ce
raisonnement peut aussi s’appliquer pour les marqueurs inflammatoires COX-2 et TNFu
(346,347). Dans le coeur normal, la cytokine pro-inflammatoire TNFŒ n’est pas
constitutivement exprimée et l’augmentation d’expression de ce facteur peut se produire en
réponse à différents troubles cardiaques (348,349). Plusieurs conséquences découlent de
cette augmentation de TNFŒ. Effectivement, dans ces circonstances le TNFu active, via les
voies MAPK ou PI3KJAkt, la protéine NFKB impliquée dans la transcription de gènes pro-
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inflammatoires et de gènes impliqués dans la croissance cellulaire (350). De plus, le TNFŒ
favorise le remodelage cardiaque en augmentant la synthèse de différents types de
collagène (type I et 1M) et l’expression du récepteur AT1 (350). Ainsi, nos données
associées à celles d’autres laboratoires démontrent le rôle majeur de cette cytokine dans la
progression du remodelage cardiaque. Étant donné la diminution d’expression du TNFa par
un traitement prolongé à la pioglitazone chez les rats SHRSP, nous pouvons suggérer la
pioglitazone comme un agent permettant de prévenir la progression d’évènements
cardiaques. Cela dit, malgré une diminution de l’hypertrophie cardiaque chez les rats
SHRSP, nos résultats ne démontrent aucune amélioration de la fonction cardiaque pendant
le traitement prolongé à la pioglitazone. Toutefois, il est possible qu’un traitement plus long
puisse permettre d’améliorer la fonction cardiaque chez ce modèle de rat diabétique
développant une HTA sévère. En conclusion, nos résultats ont démontré les effets
bénéfiques, pour le coeur, d’un traitement prolongé avec un agoniste de PPAR7 chez les rats
SHRSP. Ainsi, ces données nous permettent de supposer que cet agent pourrait avoir des
effets favorables chez des patients diabétiques reconnus pour avoir un risque élevé
d’évènements cardiovasculaires comme l’HTA, les maladies coronariennes et les
cardiomyopathies. Cette prévention serait basée sur le potentiel de la pioglitazone à inhiber
la croissance cellulaire, l’inflammation et le remodelage cardiaque.
Zone endocardigne:
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Figure V-5 Schéma proposé représentant l’effet inhibiteur de PPAR’y sur le remodelage et
l’inflammation cardiaque dans le coeur de rats SHRSP traités à long terme à la pioglitazone.
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13. Conclusion
L’Ang II est considérée comme le principal agent actif peptidique du SRAA et elle
joue un rôle majeur sur le système cardiovasculaire. Malgré le fait que ce peptide favorise
l’augmentation de la PA, il régule aussi plusieurs mécanismes moléculaires comme
l’accumulation de la MEC, l’inflammation, la migration, la croissance, l’apoptose et la
différentiation cellulaire. De plus, l’Ang II joue un rôle important dans la résistance à
l’insuline en inhibant les voies de signalisation de cette hormone. Ainsi, l’Ang II joue un
rôle important dans les processus de remodelage vasculaire et cardiaque particulièrement
chez les patients diabétiques de types 2 et les patients hypertendus. Les TZD, qui sont des
activateurs de PPARy, sensibilisent les voies de signalisation de l’insuline. Nos résultats ont
aussi démontré les effets bénéfiques de ces agonistes sur l’inhibition de certaines voies de
signalisation de l’Ang II (PI3K et MAPK) dans différentes artères de rats SD. Suite à un
traitement chronique de sept jours, la rosiglitazone a régulé à la baisse la voie de
signalisation de la PI3K dans l’aorte et les artères mésentériques de rats infusés à l’Ang II.
Néanmoins, cet activateur de PPARy a uniquement diminué les effets activateurs de l’Ang
II sur la voie de signalisation ERK1/2 dans l’aorte. Aussi, la rosiglitazone a diminué la
croissance cellulaire induite par l’Ang II dans les artères mésentériques. À partir de CMLV
dérivée de ces artères, la stimulation chronique à l’Ang II favorise la croissance cellulaire,
effet qui a été inhibé par un cotraitement avec des activateurs de PPARy. Plus précisément,
cette augmentation de croissance cellulaire a été induite via les voies AT1/PI3K et
AT1/ERK1/2. De plus, l’augmentation de l’activité de la 4E-BP1 (un marqueur de la
croissance cellulaire), par la stimulation à l’Ang II, a été inhibée par le prétraitement à la
rosiglitazone. Nos études ont aussi démontré l’implication de la phosphatase SHW2 dans la
cascade activatrice de l’Ang II, effet qui a pu être inhibée par un traitement aigu à la
rosiglitazone dans les CMLV d’artères mésentériques. Cependant, lors d’un traitement
chronique, la rosiglitazone n’a pas été en mesure d’altérer l’activité de la SHW2 dans les
artères de conductance et de résistance de rats infusés à l’Ang II (schéma synthèse, figure
183
V-3). Finalement, nous avons démontré que dans le coeur de rats génétiquement
hypertendus et résistants à l’insuline (SHRSP), un traitement de longue durée à la
pioglitazone a amélioré l’hypertrophie et diminué l’inflammation cardiaque. Malgré le fait
que la pioglitazone a inhibé, d’une part, le dépôt de collagène dans l’épicarde du coeur et
d’autre part, différents marqueurs inflammatoires (NFiB, AP-1, TNFŒ, PECAM, COX-2),
nous n’avons pas évalué les mécanismes moléculaires précis de cette régulation par la
pioglitazone. De façon générale, malgré les effets inhibiteurs de PPAR7 dans nos
conditions expérimentales, nous ne pouvons affirmer si les effets observés sont directement
associés à une activation transcriptionnelle de PPARy ou à une interaction non génomique
avec différentes protéines cellulaire. Aussi, il est possible que certaines des observations
rapportées dans nos études soient associées à une interaction des agonistes de PPAR’ avec
d’autres protéines cellulaires, phénomène ayant été rapporté par différents chercheurs.
Aussi, Par conséquent, plusieurs autres études devront êtres établies afin de comprendre les
mécanismes moléculaires par lesquels les activateurs de PPARy inhibent les effets
activateurs de l’Ang II sur la croissance vasculaire et cardiaque, plus particulièrement chez
les patients hypertendus et diabétiques résistant à l’insuline où les évènements
cardiovasculaires sont amplifiés.
14. Limites de nos études
Les études de notre laboratoire, ainsi que celles d’autres chercheurs, ont démontré
des effets différents des activateurs de PPAR7 sur les voies de signalisation MAPK et P13 K.
Certaines études ont démontré un rôle potentiel de ces agonistes sur l’induction
d’évènements moléculaires qui sont indépendants du facteur de transcription PPARy. Dans
nos études in vivo, nous avons observé des effets activateurs de la rosiglitazone sur les
voies de signalisation ERK1/2 et P13 K. Cela dit, nous ne pouvons affirmer si ces effets sont
dépendants ou indépendants de l’activation du récepteur PPAR7. Une autre étape limïtante
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est le fait que dans nos études in vitro, les conditions expérimentales ne représentent pas les
conditions physiologiques de nos études in vivo. En effet, la PA joue un rôle important dans
l’induction d’évènements cardiovasculaire et ce paramètre physiologique n’est pas présent
dans nos études in vitro. De plus, dans ces conditions expérimentales, l’organisation
cellulaire dans les boîtes de Pétri est peu représentatif de ce qui est observé
physiologiquement. L’utilisation d’une matrice sur gel dans ces boîtes de Pétri permettrait
d’améliorer l’environement spatial et, par conséquent, les conditions expérimentales. Aussi,
une limite importante est le fait que différents facteurs stimulateurs comme l’ET-l,
l’aldostérone, la vasopressine et les catécholamines sont présents dans nos études in vivo,
maïs ne le sont pas dans celles in vitro. Cette limite expérimentale est importante du fait
que l’activation de différentes voies de signalisation par ces multiples activateurs permet
d’altérer de façon importante la fonction cellulaire. Finalement, un aspect important est le
fait que les concentrations des activateurs utilisés dans les études in vitro ne correspondent
pas à celles observées physiologiquement chez le rat. Par conséquent, il est probable que
certains résultats observés in vitro ne représentent pas intégralement ce qui se déroule dans
un modèle animal. Cela dit, il est incontestable que pour répondre aux hypothèses
proposées, une approche réductionniste est nécessaire. li est donc inévitable que plusieurs
contraintes expérimentales puissent intervenir.
15. Perspectives
Les activateurs de PPAR jouent un rôle important dans la régulation des gènes du
système cardiovasculaire. Ceci est confirmé par le fait qu’ils permettent de réguler le
métabolisme des lipides et du glucose, ils contrôlent la croissance cellulaire de plusieurs
tissus (adipeux, vasculaires, cardiaques), ainsi que de réguler les mécanismes
inflammatoires et les fonctions vasculaires et cardiaques. Ces différents effets sont associés
à une activation directe des récepteurs PPAR et indirects, en régulant différentes voies de
signalisation intracellulaire comme la voie PI3K et MAPK. Malgré le fait que les agonistes
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des PPAR semblent jouer un rôle important dans l’activation de ces différentes kinases, peu
d’études ont examiné les mécanismes activateurs non génomiques de ces protéines kinases
par les activateurs de PPAR. Nos études démontrent l’activation de ces voies de
signalisation lors de stimulations par des activateurs de PPARy. Par conséquent, des études
plus approfondies devront être réalisées afin de décortiquer les effets activateurs directs sur
PPARy et indirects, sur les voies PI3K et MAPK dans les artères de résistance et de
conductance. À ceci devront s’ajouter des études mécanistiques sur les CMLV en culture.
Dans ces conditions, différentes techniques s’offrent à nous l’évaluation de l’activité
transcriptionnelle de PPARy par l’intermédiaire de gènes rapporteurs, l’inhibition de
l’expression de PPARy à l’aide de siRNA (srnatl interfering RNA) ou bien par l’expression
de dominants négatifs pour le gène de PPARy. Aussi, nous pourrions utiliser un système
CrefLox afin d’invalider spécifiquement, dans un tissu, l’expression du gène PPARy.
Nos données ont démontré l’implication de l’Ang II dans le contrôle de l’activité de la
phosphatase SHW2, celle-ci étant impliquée dans le développement de la résistance à
l’insuline et dans la dysfonction du métabolisme du glucose. Néanmoins, nous n’avons pas
démontré les mécanismes menant à l’activation de SHW2 par l’Ang II et son inhibition par
des activateurs de PPARy. Étant donné qu’aucun inhibiteur sélectif de SHW2 n’est
disponible, l’inhibition de cette phosphatase par des techniques de siRNA ou de dominant
négatif permettra de démontrer, si le cas s’applique, son implication dans la croissance
cellulaire. Aussi, des études plus approfondies sur la régulation des différentes isoformes
d’AktJPKB par l’Ang II et les activateurs de PPARy devront être effectuées. Ceci nous
permettra de démontrer l’implication de ces différentes isoformes dans la croissance
cellulaire retrouvée dans le remodelage vasculaire.
Le traitement à long terme à la pioglitazone chez les rats SHRSP nous a démontré le
potentiel de cet activateur comme agent anti-inflammatoire et comme inhibiteur du
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remodelage cardiaque. Néanmoins, certaines données démontrent le faible niveau
d’expression de PPARy dans les cellules cardiaques. Par conséquent, des études
approfondies sur les mécanismes inhibiteurs de PPARy dans le coeur se doivent d’être
établies. Finalement, afin de déterminer si les PPARy de source coronarienne sont
impliqués dans les effets cardiobénéfiques observés chez les rats SHRSP, nous pourrions
utiliser une approche par siRNA in vivo afin d’invalider spécifiquement, dans les vaisseaux
coronariens, l’expression du gène PPARy. Ainsi, ce type de modèle expérimental nous
permettra d’évaluer lors de traitement à long terme, l’implication directe ou indirecte des
activateurs de PPARy ainsi que l’implication de ce facteur de transcription dans le coeur de
rats exhibant une hypertension sévère.
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Figure 1: Expression des récepteurs AT1 et AT2 dans les CMLV d’artères mésentériques.
Contrôle (Ctrl), CMLV stimulées à la rosiglitazone (Rosi) pendant 24 heures. Les résultats
représentent la moyenne ± SEM (n 4).
Figure 2: Implication de la voie MAPK dans la synthèse d’ADN dans les CMLV d’artères



























Figure 3: Implication de la voie PI3K dans la synthèse d’ADN dans les CMLV d’artères
mésentériques stimulées à l’Ang II. Les résultats représentent la moyenne ± SEM (n = 4).
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